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OZET

BAZI ACHILLEA L. TURLERININ LCMS-IT/TOF VE LC-MS/MS ILE METABOLIK
PROFILLERININ CIKARILMASI VE BIYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

DOKTORA TEZI
MUSTAFA ABDULLAH YILMAZ

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

2015

Bu doktora tez ¢alismasinda, Asteracae familyasina ait 14 farkli Achillea tiiriiniin major sekonder
metabolitleri LC-MS/MS ve LC-MS IT-TOF cihazlariyla belirlenerek ekstrelerinin antioksidan ve
antikanser aktiviteleri arastirildi. Caligilan tiirlerin (A. biebersteinii Afan, A. coarctata Poir., A. kotschyi
subsp. kotschyi, A. lycaonica Boiss. et Heldr., A. millefolium L. subsp. millefolium L., A. schischkinii
Sosn., A. setacea Waldst. et Kit., A. sintenisii Hub.-Mor., A. wilhelmsii C. Koch subsp. wilhelmsii, A.
teretifolia Willd., A. goniocephala Boiss. et Bal., A. nobilis L. subsp. neilreichii Formanek, A. spinulifolia
Fenzl ex Boiss. ve A. monocephala Boiss. & Balansa) teshisi yapilip kurutularak toprak alti ve toprak
iistii kisimlar seklinde ayrildi. Calistigimiz tiirlerin kloroform-metanol (1:1) ekstrelerinin UHPLC-ESI-IT-
TOF MS cihaz1 ile kalitatif olarak sekonder metabolik profilleri belirlendi. Bu ¢alismada Achillea
tirlerinde 89 adet sekonder bilesen tespit edildi.

Ayrica, kloroform-metanol (1:1) ve etanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile 37 bilesenin kalitatif ve
kantitatif analizi i¢in kapsamli bir metot gelistirildi. Bu ¢alismadaki dikkate deger énemli bulgular; A.
kotschyi'nin toprak alt1 etanol ekstresinde klorojenik asit (55812.2 pg/g ekstre), A. schischkinii'nin toprak
istli etanol ekstresinde kinik asit (38293.02 pg/g ekstre), A. monocephala'nin toprak alti metanol-
kloroform ekstresinde fumarik asit (12986.93 pg/g ekstre), A. millefolium'un toprak tisti metanol-
kloroform ekstresinde malik asit (12945.44pg/g ekstre), A. coarctata'nin toprak {stii etanol ekstresinde
rutin (11120.52 ug/g ekstre) ve A. teretifolia'nin toprak alt1 etanol ekstresinde ise kersetin (9085.56 pg/g
ekstre) seklinde siralanabilir.

Calisilan Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin antioksidan etkileri, DPPH serbest radikal
stipiiriicii aktivitesi, ABTS katyon radikali giderim aktivitesi, f-Karoten lipit peroksidasyon test sistemi
ve CUPRAC bakir indirgeme kapasitesi yontemleriyle incelenmistir. Her yontemde en aktif ekstrelere
baktigimizda DPPH yonteminde A. nobilis’in toprak alti (ICsp: 12,23+0,24), ABTS yonteminde A.
monocephala’nn toprak alt1 (<10), A. nobilis’in toprak alt1 (<10), A. kotschyi’nin toprak alt1 (<10),
CUPRAC yonteminde ise A. nobilis ve A. kotschyi’nin toprak alti1 (sirasiyla 3.675+0,130 ve 3.547+0,039)
oldugu belirlenmistir. f-Karoten lipit peroksidasyon yonteminde ise genel olarak tiim tiirlerin diisiik ve
orta derecede aktif oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, calisilan tiirlerin toplam fenolik igerigi (A.
nobilis toprak alt1 (282,97+3,14 pg pirokatekole esdeger/mg ekstre)) ile toplam flavonoid igerigi (A.
schischkinii toprak alti (35,36+0,54 ung kersetine esdeger/mg ekstre)) belirlenmistir. Ayrica
antikolinesteraz aktivite sonuglarina gore tiim ekstreler arasmmda en yiiksek aktiviteyi hem
biitirilkolinesteraz hem de asetilkolinesteraz enzim inhibisyonunda A. monocephala’nin toprak {istii
ekstresi (sirastyla 39.73+1.51, 19.60+0.44) gostermistir. Caligmanin diger kisminda da caligilan 14
Achillea tiiriiniin metanol-kloroform (1:1) ekstrelerinin HeLa (insan Servikal Karsinoma Hiicreleri)
hiicrelerine karst antikanserojen aktivitelerini incelenmistir. En yiiksek sitotoksik aktiviteyi A.
goniocephala toprak tistii (-0.009), A. millefolium toprak iistii (-0.0059), A. wilhelmsii toprak {stii (-
0.0146), A. spinulifolia toprak alt1 (-0.03) ve toprak iistii (-0.02) ve A. schischkinii toprak tistii (-0.0034)
ekstreleri gostermislerdir.

Anahtar Kelimeler: Achillea, sekonder metabolit, LC-MS IT-TOF, LC-MS/MS, antioksidan, antikanser.
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ABSTRACT

DETERMINING THE METABOLIC PROFILE OF SOME ACHILLEA SPECIES BY LC-MS-
IT-TOF AND LC-MS/MS. AND INVESTIGATION OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

PhD THESIS
MUSTAFA ABDULLAH YILMAZ

DICLE UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

2015

In this pHd study, major secondary metabolites of 14 different Achillea species that belong to
Asteracae family were determined by LC-MS/MS and LC-MS IT-TOF instruments. Also antioxidant and
and anticancer properties of these species were investigated. The studied species (A. biebersteinii Afan, A.
coarctata Poir., A. kotschyi subsp. kotschyi, A. lycaonica Boiss. et Heldr., A. millefolium L. subsp.
millefolium L., A. schischkinii Sosn., A. setacea Waldst. et Kit.,A. sintenisii Hub.-Mor., A. wilhelmsii C.
Koch subsp. wilhelmsii, A. teretifolia Willd., A. goniocephala Boiss. et Bal., A. nobilis L. subsp.
neilreichii (Kerner) Formanek, A. spinulifolia Fenzl ex Boiss.ve A. monocephala Boiss. & Balansa) were
taxonomically identified, dried and their overground and underground parts were seperated. The
secondary metabolic profiles of the chloroform-methanol (1:1) extracts of the species were determined
qualitatively by UHPLC-ESI-IT-TOF MS instrument. With this study 89 metabolites were identified in
studied Achillea species.

By developing and validating a comprehensive LC-MS/MS method, 37 phytochemicals of
chloroform-methanol (1:1) and ethanol extracts of the species were analysed qualitativeley and
quantitatively. In LC-MS/MS study, chlorogenic acid (55812.2 pg/g extract) in underground ethanol
extract of A. kotschyi, quinic acid (38293.02 ug/g extract) in overground ethanol extract of A.
schischkinii, fumaric acid (12986.93 pg/g extract) in underground chloroform-methanol extract of A.
monocephala, malic acid (12945.44 ng/g extract) in overground chloroform-methanol extract of A.
millefolium, rutin (11120.52 pg/g extract) in overground ethanol extract of A. coarctata, quercetin
(9085.56 pg/g extract) in underground ethanol extract of A. teretifolia were found to be the richest
analytes.

Additionally, the antioxidant activities of the studied species were determined by using DPPH
free radical scavenging assay, ABTS radical cation decolorization assay, B-carotene lipit peroxidation test
system and CUPRAC cupper reduction capacity methods. For DPPH A. nobilis-underground (ICsq:
12,23+£0,24), for ABTS A. monocephala-underground (<10), A. nobilis-underground (<10) and A.
kotschyi-underground (<10) and for CUPRAC A. nobilis and A. kotschyi-underground (3.675+0,130 and
3.547+0,039 respectively) extracts were the most active extracts for the studied methods. And for g-
carotene lipid peroxidation test system all of the studied species were low or moderately active.
Moreover, total phenolic content (A. nobilis-underground (282,97+3,14 ug pyrocatechol equivalent/mg
extract)) and total flavonoid content (A. schischkinii-underground (35,36+0,54 pg quercetin egivalent /mg
extract)) of the studied species were investigated. According to the anticholinesterase activity results the
highest activity in both butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase enzyme inhibition was shown by
overground extract of A. monocephala (39.73+1.51 and 19.60+0.44 respectively). Most importantly, the
cytotoxic (anticancer) activities (on HeLa (Human Cervical Carcinoma Cell Line) of the chloroform-
methanol extracts of the overground and underground parts of the 14 Achillea species were determined.
Though most of the extracts were highly active, the highest cytotoxic activities were shown by A.
goniocephala’s (-0.009), A. millefolium's (-0.0059), A. wilhelmsii's (-0.0146), A. schischkinii's overground
(-0.0034), A. spinulifolia's underground (-0.03) and overground (-0.02), extracts.

Keywords: Achillea, seconder metabolite, LC-MS IT-TOF, LC-MS/MS, antioxidant, anticancer.
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1. GIRIS

Medeniyetin basindan beri insanoglu, ila¢ gibi temel ihtiyaclar1 i¢in tabiata
bagimli kalmistir. Canli organizmalardan elde edilen kimyasal bilesikler veya maddeler
ilag pazarinda bulunan onaylanmais ilaclarin iigte birini teskil eder. 1983 ve 1994 yillar
arasinda 33 farkli hastalik alani i¢in onaylanan ilaglarin yiizde 39'u dogal {iriinler veya
bu dogal tiriinlerden elde edilen bilesiklerdir (Cragg ve ark. 1997). 1981 ve 2006 yillari
arasinda diinya capinda biitiin hastaliklar i¢in onaylanan 1184 yeni kimyasal bilesenin
yiizde 28'1 dogal iirlin veya dogal iriinlerden elde edilen bilesikler olup yiizde 24'i ise
dogal triin iskeletleri kullanilarak sentezlenen bilesiklerdir (Newman ve Cragg 2007).
2001 ve 2010 yillar1 arasindaki onaylanan kiigiilk molekiillii (molekiil agirligi 5000
Da'dan kiigiik olan) ilaglarin ise yiizde 55'i dogal {irlin veya dogal iiriinlerden elde edilen
ilaglardir (Sekil 1.1).

Dogal lrin
7%

Sekil 1.1. 2001 ve 2010 yillar1 arasinda onaylanan ilag kaynaklari (Eugster 2014).

Tabiatta bulunan karasal ve sucul canli organizmalar icerisinde bitkiler basta
olmak iizere, hayvansal iiriinler, mantarlar, algler ve bakteriler gibi canlilar biyoaktif
dogal iiriinlerin kaynaklari olmustur. Bitkiler, binlerce yildir varligini siirdiiren
geleneksel tip sistemlerinin temelini olusturmuslardir (Cragg ve Newman 2001). Bitki
bazli sistemler saglik alaninda 6nemli bir rol oynamaya devam etmektedir. Ayrica

diinya niifusunun yilizde 80'inin temel saglik hizmetleri i¢in agirlikli olarak geleneksel
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ilaglara giivendigi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirlenmistir. Buna ek olarak,
bitkisel triinler genellikle gelismis tilkelerde yasayan geriye kalan yiizde 20 niifusun da
saglik hizmetlerinde 6nemli bir role sahiptir (Cragg ve Newman 2005a). 90 farkli
bitkiden tiiretilen 119 ilag, geleneksel tipta kullanilan bitkilerden izole edilen aktif
bilesikler tizerine siirdiirilen kimyasal c¢alismalar sonucu kesfedilmistir (Cragg ve

Newman 2005b).
Fitokimya veya bitki kimyast;

“bitkilerde detaylandwrilip biriktirilmis devasa cesitlilikteki organik maddeler ve bu
maddelerin kimyasal yapilari, biyosentezieri, doniisiim ve metabolizmalari, dogal

dagilimlari ve biyolojik fonksiyonlart ile ilgilenir (Harborne 1998).”

Diinya ¢apinda yaklasik olarak 328 640 bitki tiiri oldugu belirlenmistir. Bagl
yapilart ve sofistike bagisiklik sistemlerinin eksikligi, bitkilerde karmasik kimyasal
sistemlerin gelismesini gerekli kilmigtir. Tarihsel olarak, bitkiler tarafindan iiretilen
bilesikler birincil (primer) ve ikincil (sekonder) metabolitler olarak kategorize
edilmistir. Temel metabolizmaya katki sunan bilesikler birincil metabolitler olarak
belirlenmistir. Aksine, ikincil metabolitlerin hem bitki icerisinde hem de farkli tiirler

arasinda dagilimlart sinirlidir (Raven ve ark. 2005).

Bir zamanlar sekonder metabolitlerin gereksiz bilesikler oldugu diistiniilmiistiir
(Raven ve ark. 2005). Ancak yapilan bilimsel c¢aligmalar neticesinde sekonder
metabolitlerin bircogunun kuvvetli bakteri 6ldiiriicii, kovucu hatta hasere ve otoburlar
i¢in toksik ajanlar oldugu bulunmustur (Dewick 1997). Bazi ugucu organik bilesiklerin
ve pigmentlerin bitkinin dollenmesine yardimci olan bdceklere g¢ekici geldigi veya
yirtict hayvanlara karg1 savunma mekanizmasi oldugu belirlenmistir. Bazi sekonder
metabolitlerin bitkileri serbest radikaller ve UV 1smlarina kars1 korudugu gibi, bitki
hormonlar1 ve feromonlar gibi metabolitlerin ise iletisim ve sinyal gorevlerinin oldugu
bilinmektedir (Raven ve ark. 2005). Cesitli hastaliklar1 tedavi etme potansiyelini i¢inde
barindiran bitkisel kaynakli sekonder metabolitler flavonoidler, fenolik asitler, fenolik
glikozitler, doymamis laktonlar, fenilpropanoidler, ligninler, terpenoidler ve steroidler
gibi bir¢cok smifa ayrilirlar. Bu kiymetli bilesiklerin gida, kozmetik ve farmasotik

sanayilerinde bir¢ok uygulamasi vardir (Banerjee ve Bonde 2011).



Mustafa Abdullah YILMAZ

Gectigimiz yiizyilin 6zellikle ikinci yarisindan bu yana gelisen tibbi uygulamalar
1s1¢inda ortalama insan Omriliniin uzamasi ile beraber kronik bir¢ok hastalikta
(hipertansiyon, diyabet, KOAH, kalp-damar hastaliklari, Alzheimer, kanser, vb.) artig
goriilmesi giiniimiizde antioksidanlara olan ilgiyi artirmistir. Antioksidanlar viicuttaki
oksidasyon siirecini inhibe etme yetenegine sahip olan dolayisiyla serbest radikallerin
olusumunu engelleyen molekiillerdir (Sikorski 2001). Serbest radikallerin insan
viicuduna verdigi zararl etkilerini ve gidalardaki yag ve diger maddelerin bozulmasini
onleyen antioksidanlara olan ilgi giderek artmaktadir. Son zamanlarda bu alanda yapilan
caligmalar bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara dogru yonelmistir (Kulisic ve ark.

2004).

Bitkilerden elde edilen birgok sekonder metabolit antikanser 6zellik gostermekte
ve tiimor gelisimini inhibe etmektedir. Ornegin, ¢ayda bulunan epigallokatesin-3-gallat,
apoptotik 6liime kars1 direngli olan kronik lenfositik 16semi B hiicrelerinde apoptoza
neden olur (Lee ve ark. 2004; Beliveau ve Gingras 2004). Ayrica domateste bulunan
likopen, prostat kanseri riskini azaltirken polifenoller insan prostat kanser hiicrelerinin
(LNCaP) proliferasyonunu inhibe etmektedir (Campbell ve ark. 2004). Flavonoidler
sebzelerde genis bir dagilim gosterirler ve giinliikk tahmini alimi 1 ila 25 gram
arasindadir. Bir¢ok flavonoid anti-timor 6zellik gdstermektedir. Flavopiridol bir Cdk1
inhibitorii olarak bilinir ve anti-kanser ajan olarak klinik gelisme siirecindedir. Bir
kemoterapi Onleyici ajan olarak diigiinlilen genistein ise bir tirosin kinaz inhibitoriidiir

(Dixon ve Ferreira 2002; Shapiro 2004).

Bu doktora calismasinda Achillea L. cinsine ait Tirkiye'nin farkli yerlerinden
toplanan 14 farkli alt tiirin (A. biebersteinii Afan, A. coarctata Poir., A. kotschyi subsp.
kotschyi, A. lycaonica Boiss. et Heldr., A. millefolium L. subsp. millefolium L., A.
schischkinii Sosn., A. setacea Waldst. et Kit.,A. sintenisii Hub.-Mor., A. wilhelmsii C.
Koch subsp. wilhelmsii, A. teretifolia Willd., A. goniocephala Boiss. et Bal., A. nobilis
L. subsp. neilreichii (Kerner) Formanek, A. spinulifolia Fenzl ex Boiss. ve A.
monocephala Boiss. & Balansa) toprak {listii ve toprak altt kisimlarinin muhtelif
coziiciilerle hazirlanan ekstrelerinin 6ncelikle major sekonder metabolitlerinin taranmasti
hedeflenmistir. Bunun i¢in UHPLC-ESI-IT-TOF MS teknigi ile metabolik profillerinin
belirlenmesi ve metot gelistirilmesi, LC-MS/MS ile fenolik asit ve flavonoid

profillerinin metot validasyonu ile kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesi
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amaclanmustir. Ayrica, c¢alisilan Achillea tiirlerinin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi, ABTS katyon radikali giderim aktivitesi, B-karoten lipit peroksidasyon test
sistemi ve CUPRAC bakir indirgeme kapasitesi yontemleriyle antioksidan etkileri,
Ellman yontemi ile antikolinesteraz etkileri incelenmistir. Buna ek olarak, pirokatekole
esdeger olarak toplam fenolik igerigi ile kersetine esdeger olarak toplam flavonoid
igerigi belirlenmistir. Calismanin diger kisminda da galigilan 14 Achillea tiirtiniin toprak
iistii ve toprak alt1 kisimlarinin metanol-kloroform (1:1) ekstrelerinin HeLa hiicrelerine

kars1 antikanserojen aktivitelerini incelenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Cahsilan Tiirler Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Asteraceae (Compositae) Familyasinin Genel Ozellikleri

Asteraceae familyas1 iiyeleri yerkiirenin neredeyse her yerinde yayilis
gostermektedir. Glineybatt Amerika ve Meksika, Brezilya’nin gilineyi, And Daglar
boyunca, Akdeniz Bolgesi, Giineybat1 Asya, Orta Asya, Giiney Afrika ve Avustralya’da
genis capta yayilmistir (Bremer 1994). Bugiine kadar familya icerisinde 1.535 cins ve
26.000 tiir rapor edilmistir (Dogan ve ark. 2009).

Asteraceae familyas1t hem tiir hem de cins bakimindan floramizin en zengin
familyas1 olup Tiirkiye Florasi’nda 136 cins ve 1195 tiir ile temsil edilmektedir.
Asteraceae ayn1 zamanda en fazla endemik tiire sahip familyalardan biridir. Bu
familyada toplam 446 endemik tiir bulunur ve endemizm oran1 % 37.3’tiir (Davis 1975;

Davis ve Tan 1988; Giiner ve ark. 2000).

Asteraceae (Compositae) kapsayict bir yayilima sahiptir. Bu familyadaki
bitkilerin habitat tercihi ve yasam formlarinda diversite (gesitlilik) goriilmektedir. Bu
cesitlilik, igerisinde tropikal ve kurak cevrelerdeki sucul, otgul, ¢alimsi formlar1 ve
tropikal yagmur ormanlarindaki agaglar1 barindirmaktadir. Familyadaki bitkilerin ¢ogu
otsu olup c¢ali veya aga¢ formunda olanlarin sayist azdir. Bazi cinsler siit igeren
otsulardan ve nadiren tirmanici bitkilerden olusur. Kapitulum, biiyiikk oranda
indirgenmis ve farklilasmis ¢icekler, alt durumlu yumurtaliklar, birlesik anterler gibi
cesitli 6zellesmis morfolojik karakterlerinin bir arada bulunmasi familyanin dogalligini
desteklemektedir. Familyada bulunan bitkilerin ¢cogu Compositae tipi salg tiiyli ve ortii
tiiyii tasir. Iglerinde barindirdiklari kiymetli bilesikler nedeniyle bitkilerin ¢ogu
eczacilikta, gida endiistrisinde ve lateksinden dolayr diger sanayi alanlarinda
kullanilmaktadir. Buna ek olarak, Asteraceae tiirleri sebzeler (enginar, marul, hindiba),
yag kaynaklar (ay ¢igegi, aspir), bocek kovucular (pire otu) ve bahge siis bitkileri
(krizantem, dalya, kadife cicegi ve diger bir¢ok bitki) olarak genis ekonomik bir 6neme
de sahiptir (Jansen ve Palmer 1987; Baytop 1998; Se¢men ve ark. 2000).
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2.1.2. Achillea L. Cinsi Hakkinda Botanik Bilgiler

Achillea L. cinsi Asteraceae (Compositae) familyasinin Anthemideae tribusunda
yer alir. Bu cinsin diinya genelinde ¢ogunlugu Avrasya’da olmak lizere, Kuzey Afrika,
Kuzey Amerika ve Giiney Yarimkiirenin bazi bolgelerinde dogal olarak yayilis gosteren
yaklasik 140 tiirti oldugu bilinmektedir (Bremer ve Humphries 1993; Guo ve ark. 2004;
Arabaci1 2006). Achillea L. cinsi iilkemizin hemen her yerinde yaygin olmasiyla birlikte,
ozellikle Kuzey ve Dogu Anadolu’da yayilis gosterir. Endemik olan tiirlerin ise Dogu
Anadolu, Akdeniz ve I¢ Anadolu ve bélgelerinde daha fazla oldugu gériilmektedir.
Tiirkiye'de yetisen Achillea cinsi, 6 seksiyon (Ptarmica, Anthemideae, Arthrolepis,
Babounya, Santolinoidea, Achillea) altinda toplanarak, 46’s1 tiir olmak tizere, toplam 52
taksonla temsil edilmektedir. Bu cinse ait 21 endemik tiir (28 takson) vardir (Huber-
Morath 1975). Ayrica, Achillea cinsinin Avrupa Florasi’nda 52 tiirii tanimlanmistir
(Richardson 1976). A. biebersteinii Afan., A. clypeolata Sm., A. cretica L., A.
crithmifolia Waldst. & Kit., A. coarctata Poir., Achillea fraasii Sch. Bip., A. grandifolia
Friv., A. millefolium L., A. nobilis L., A. setacea Waldst. & Kit. tiirleri Tiirkiye’de ve
Avrupa’da yayilis gosteren ortak tiirlerdir (Huber-Morath 1975; Richardson 1976).

Achillea cinsi adin1 Truva'li bir kahraman olan “Achilles” tarafindan yara
iyilestirici olarak kullanilmasi vesilesiyle almistir (Benedek ve Kopp 2007). Tournefort
(1703) tarafindan Corollarium adli eserinde bu cinse Ptarmica adi verilmis, Achillea
ismi ise ilk defa Vaillant (1720) tarafindan kullanilmistir. Linnaeus (1738) da, Hortus
Cliffortianus adli eserinde Achillea ismini kabul etmis ve Ptarmica ismini ise sinonim
olarak ifade etmistir (Arabaci 2006).

Son bilgilere gore Achillea cinsinin sistematikteki yeri su sekildedir (Cronquist
1981; Bremer ve Humphries 1993; Thorne 2000; Arabaci 2006):

Regnum: Plantae
Subregnum: Tracheobionta
Divisio: Magnoliophyta
Classis: Magnoliopsida
Subclassis: Asteridae

Superordo: Asteranae
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Ordo: Asterales

Family: Asteraceae (Compositae)
Subfamily: Asteroideae

Tribus: Anthemideae

Subtribus: Achilleinae

Genus: Achillea L.

Anadolu’da Achillea tiirleri farkli yoresel isimlerle bilinmektedir. Achillea halk
arasinda genel olarak “civanper¢emi” adi ile bilinmesinin yaninda, diger isimleri su
sekilde siralanabilir: Akbasli, yilan ¢igegi, barsam otu, binbiryaprakotu, civanpergemi
beyazi, kandilgicegi, ayvadana, ayvadanasi, ayvadene, sir¢canotu, yavsan, yavsan otu,
boz yavsan, sar1 civanpergemi, pire otu, kurpotu, marsamaotu, dis otu, baytaran, pazvat,
saricicek, cetugge, kilicotu, sarilikotu, mayasil otu (Arabaci 2006; Arituluk 2010;
Cakilcioglu ve ark. 2010; Cakilcioglu ve ark. 2007; Giirhan ve Ezer 2004; Kultur 2007;
Sezgin 2005; Sezik ve ark. 1997; Sezik ve ark. 2001; Tabata ve ark. 1994; Tuzlaci ve
Erol 1999; Tuzlaci ve ark. 2010).

2.1.2.1. Tiirkiye Florasindaki Achillea L. Taksonlar1

Achillea cinsi iilkemizde 6 seksiyona ait toplam 46 tiirle (52 takson) temsil
edilmektedir (Arabaci 2006; Arabaci ve Budak 2009; Celik ve Akpulat 2008; Duman
2010; Huber-Morath 1975).

I. Seksiyon: Ptarmica (Mill.) W. Koch.
1. A. biserrata M. Bieb.
2. A. salicifolia Besser subsp. salicifolia
I1. Seksiyon. Anthemoideae (DC.) Heimerl
3. A. fraasii Sch. Bip. subsp. troiana (Aschers. & Heilmerl) T. Arabaci
4. A. multifida (DC.) Boiss.
I11. Seksiyon. Arthrolepis Boiss.

5. A. membranacea (Labill.) DC.



2. KAYNAK OZETLERI

6. A. brachyphylla Boiss. & Hausskn.

7. A. oligocephala DC.

8. A. sipikorensis Hausskn. & Bornm.

IV. Seksiyon. Babounya (DC.) O. Hoffm.

9. A. sieheana Stapf

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

V. Seksiyon. Santolinoideae (DC.) Heimerl

A. wilhelmsii C. Koch. subsp. wilhelmsii*

A. falcata L.
A. cucullata (Hausskn.) Bornm.
A. vermicularis Trin.

A. monocephala Boiss. & Balansa*

A. schischkinii Sosn.*

A. lycaonica Boiss. & Heldr.*

A. magnifica Hub.-Mor.
A. santolina L.

A. phyrgia Boiss. & Balansa var. phrygia

A. phyrgia Boiss. & Balansa var. chelikii T. Arabaci.

A. gypsicola Hub.-Mor.

A. boissieri (Hausskn.) Boiss.

A. aleppica DC. subsp. aleppica

A. aleppica DC. subsp. zederbaueri (Hayek) Hub.-Mor.
A. pseudoaleppica Hub.-Mor.

A. teretifolia Willd. *

A. cretica L.

A. armenorum Boiss. & Hausskn.



Mustafa Abdullah YILMAZ

27. A. sintenisii Hub.-Mor.*

28. A. milliana H. Duman
29. A. ketenoglui H. Duman

30. A. goniocephala Boiss. & Balansa*

31. A. spinulifolia Fenzl ex Boiss.*

32. A. hamzaoglui Arabaci & Budak
33. A. sivasica Celik & Akpulat

V1. Seksiyon. Achillea
34. A. latiloba Ledeb. ex. Nordm.
35. A. grandifolia Friv.

36. A. millefolium L. subsp. millefolium*

37. A. pannonica Scheele

38. A. setacea Waldst. & Kit.*

39. A. crithmifolia Waldst. & Kit.

40. A. kotschyi Boiss. subsp. kotschyi*

. kotschyi Boiss. subsp. canescens Béssler

. nobilis L. subsp. kurdica Hub.-Mor.

. hobilis L. subsp. neilreichii (A.Kern.) Formanek *

. nobilis L. subsp. densissima (O. Schwarz ex Bassler) Hub.-Mor.
42,
43.
44,
45.

. filipendulina Lam.
. clypeolata Sm.

. coarctata Poir. *

biebersteinii Afan. *

A
A
A
A
A
A
A
A
41. A. nobilis L. subsp. sipylea (O. Schwarz) Béssler
A
A
A
A
A
A
A.
A

cappadocica Hausskn. & Bornm.

* Tez ¢alismas1 kapsamindaki taksonlar.
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2.1.3. Achillea Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanilis

Achillea L. Diinya ¢apinda genis dagilimli ve eski ¢aglardan beri kullanilan bir
tibbi bitkidir. Achillea tiirlerinin fitokimyasal arastirmalar1 bu cinsten elde edilen bir¢ok
bilesigin yiiksek oranda biyoaktif oldugunu ortaya ¢ikarmigtir. Achillea tiirlerinin biiyiik
bir ¢ogunlugu tedavi edici uygulamalara sahiptir. Bu tiirler Anadolu’nun en 6nemli
ekonomik bitkileridir (Sacidnia ve ark. 2011). Baz1 Achillea tiirleri gesitli amaglar igin
halk ilact olarak kullanildigindan dolay1 etnofarmakolojik bir éneme de sahiptir (Unlii
ve ark. 2002). Bazi tiirlerden hazirlanan bitki ¢aylar1 ¢ok siklikla diiiretik, abdominal
agr1 i¢in, diyareye karsi, mide gazi ve mensturasyonu diizenleyici, yara iyilestirme
amaciyla kullanildigt ve bu tiirlerin ugucu yaglarinin ve g¢esitli Oziitlerinin
antiinflamatuvar, analjezik, antimikrobiyal, antioksidan, spazmolitik, insan eritrosit ve
16kosit koruyucu, hemostatik, dijestif ve kolagog etkileri oldugu rapor edilmistir
(Kiipeli ve ark. 2007; Akkol ve ark. 2009; Demirci ve ark. 2009). Ayrica Achillea tiirleri
kozmetikte giizel koku iiretiminde, tarimda bitki korumada kullanilmaktadir (Akkol ve
ark. 2009).

Achillea cinsinin, halk arasinda en yaygin ve en genis kullanima sahip birgok
rahatsizligin tedavisinde kullanilan tiirii Achillea millefolium’dur. Anadolu’da oldukca
yaygin yetisen A. millefolium halk arasinda, agri kesici, kas gevsetici, sindirimi
kolaylastirict, diiiretik, antiseptik, istah acici, gaz soktiiriicli, adet soktiiriicii ve
hemoroid tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir. A. millefolium antiinflamatuar
etkisi sebebi ile halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanilmistir. Ayrica gastrit,
bobrek ve karaciger bozukluklara karsi oldukga etkilidir. Bitki igerisinde bulunan
achillein isimli ac1 madde, kanamay1 durdurucu etki gostermektedir ve yapraklarindan
elde edilen 6ziit, patojenlerin gelisimini engellemektedir (Baytop 1999; Popovic ve ark.
2002; Candan ve ark. 2003; Applequist ve Moerman 2011). Tiirkiye’de A. aleppica DC.
(Yilan gigegi), A. armenorum Boiss. et Hausskn. (Baytaran), A. biebersteinii Afan. (Pire
otu, Sar1 civanpercemi), A. kotschyi Boiss, A.multifida (DC.) Boiss. (Ebiilmiiliik), A.
nobilis L. (Ayvadana, Ayidanasi, Kurtotu), A. setacea Waldst. Et Kit. (Tilkikuyrugu,
Yilandili), A. wilhelmsii C. Koch., A. phrygia Boiss. et Ball, A. vermicularis Trin. tedavi
amagcl kullanilan diger Achillea tiirleridir (Baytop 1999; Kiipeli ve ark. 2007).

10
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2.1.4. Achillea Tiirleri ile Tlgili Yapilan Kimyasal Arastirmalar

Gida ve ila¢ endiistrilerinde ugucu yaglarin kullanim egilimindeki artigla daha
fazla akademisyen Achillea cinsini arastirmaya baslamistir. 1961°de A. millefolium’dan
spazmolitik aktivite gosteren flavonoid yapisindaki sinarozit ve kozmosiin ilk defa izole
edilmistir (Horhammer 1961). 1979°de ise Achillea cinsinde tanimlanan ilk proazulen
olan akillisin izole edilmis ve yapi tayini yapilmistir (Cuong ve ark. 1979). Yaklasik 40
yil 6nce de, A. ageratum’dan bir germakren olan ageratriol izole edilmistir (Garanti ve
ark. 1972).

Achillea tiirlerinin sekonder metabolitleri iizerine ¢ok sayida bilimsel arastirma
mevcut olup, Achillea cinsinin baslica ugucu yaglar, seskiterpen laktonlar, diterpenler,
triterpenler, lignanlar, flavonoidler, fenolik asitler ve ayrica amino asitler, yag asitleri,
alkan, inulin gibi diger bazi madde gruplarinca zengin oldugu bilinmektedir (Cizelge

2.1- Cizelge 2.6).

11
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Mustafa Abdullah YILMAZ

Cizelge 2.2. Achillea tiirlerinden elde edilen seskiterpen laktonlar, diterpenler ve triterpenler

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
12,6a-guayanolitler (Seskiterpenler)
11-epi-8-deasetilmatrikarin A. sibirica Kaneko ve ark. 1971
A. clavennae ) . .
1-deoksi-1a-peroksi-rupikolin A A. clypeolata Todorova ve ark. 1998; Stojanovic ve
AR ark. 2005c¢
A. crithmifolia
A. clavennae ) . .
1-deoksi-1a-peroksi-rupikolin B A. clypeolata Todorova ve ark. 1998; Stojanovic ve
A ark. 2005c¢
A. crithmifolia
la,40,8a-trihidroksi-50H,6H,7aH-
guaya-2(3),10(14),11(13 )-trien-12,6a- A. crithmifolia Chandler ve ark. 1982
olit
1a,4p-dihidroksi-5aH,6p,7aH-guaya- . .
2(3),10(14),11(13 )-trien-12,6a-olit A. depressa Trifunovic ve ark. 2005
20,8a-dihidroksi-1aH,50H,6p,7aH,11p- .
quaya-3(4),10(14)-dien-12.6a-olit A. ceretanica Glasl ve ark. 1999
3B-hidroksi-8a-(2-hidroksimetil)
akriloiloksi-1oH,50H,63H,7aH-guaya-  A. fragrantissima  Skocibusic ve ark. 2004

4(15),10(14), 11(13)-trien-12,6a-olit

3B-kloro-1a,2a-epoksi-4a,10a- 2 ggebrzrssstaemu
dihidroksi-5aH,6pH,7aH-guaya-11(13)- " /: pre: Trifunovic ve ark. 2005
. A. ligustica

en-12,6a-olit .

A. santolina
3B-kloro-1a,2a-epoksi-4a,8a,10a- 2 zgeﬁzgssgem”
trihidroksi-5aH,6H, 7aH-guaya-11(13)- " : pres Trifunovic ve ark. 2005

. A. ligustica

en-12,60-olit .

A. santolina
3B-kloro-1p,2p-epoksi-4a,10a-
dihidroksi-5aH,6pH,7aH-guaya-11(13)-  A. ligustica Ahmed ve ark. 2003
en-12,6a-olit
5-hidroksilokodin A. santolina Balboul ve ark. 1997
8-deasetil-11,13-dehidromatrikarin A. setacea Kubelka ve ark. 1999
8-deasetil-4-epi-matrisin A. asplenifolia Kastner ve ark. 1992
8-deasetil-5a-hidroksi-g- A. roseoalba Kubelka ve ark. 1999
(tigloiloksi)matrikarin
8-deasetil-8-(tigloiloksi)matrisin A. roseoalba Kubelka ve ark. 1999
8-deasetil-8-tigloil-4-epi-matrisin A. aspl_enlfolla Kubelka ve ark. 1999

A. collina
8-deasetil-8a-(angeloiloksi)-4-epi- A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
matrisin

A. asiatica

A. ceretanica .
8-deasetilmatrikarin A collina Kaneko ve ark. 1971; Balboul ve ark.

. 1997

A. santolina

A. sibirica
8a-(angeloiloksi)-11-epi-tannunolit C A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
8a-(angeloiloksi)-1a,20,4a,5a-diepoksi-
10p-hidroksi-68h,7ah,113h-guayan- A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
12,60-0lit

A. asiatica
8a-(angeloiloksi)-1B,2p:4B,5p-diepoksi-  A. asplenifolia
10B-hidroksi-6pH,7aH,11pH-12,60- A. ceretanica Glasl ve ark. 20012, b
guayanolit A. collina

A. roseoalba
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2. KAYNAK OZETLERI

Cizelge 2.2. Achillea tiirlerinden elde edilen seskiterpen laktonlar, diterpenler ve triterpenler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
12,6a-guayanolitler (Seskiterpenler)
A. asiatica
8a-(angeloiloksi)-2a,4a,10pB-trihidroksi- ﬁ ggf:;r';zga Glasl ve ark. 2001a, b
6pH,7aH,11BH-guayi-1(5)-en-12,6a-olit A collina
A. roseoalba
A. asiatica
8a-(angeloiloksi)-4a,10B-dihidroksi-2-  A. asplenifolia
okso-6pH,7aH,11BH-guayi-1(5)-en- A. ceretanica Glasl ve ark. 20014, b
12,6a-olit A. collina
A. roseoalba
8a-(angeloiloksi)-4a-metoksiguaya- o
1(10),2(3)-dien-12,6a-olit A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
8a-(angeloiloksi)-4B-metoksiguaya- -
1(10),2(3)-dien-12,6a-olit A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
A. asistica
A. asplenifolia
8a-(angeloiloksi) artabsin A ce?etanica Schroder ve ark. 1994; Kubelka ve ark.
' i 1999; Glasl ve ark. 2001
A. collina
A. roseoalba
8a-(angeloiloksi) - artabsin 14 yetoliym Kubelka ve ark. 1999
endoperoksit
8a-(angeloiloksi) tannunolit B A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
A. asistica
8a-(tigloiloksi) artabsin ﬁ g:?:;:i?;ga Schroder ve ark. 1994; Kubelka ve ark.
a-(1g - cere 1999; Glasl ve ark. 2001
A. collina
A. roseoalba
8a-(tigloiloksi) artabsin L4 A millefolium Kubelka ve ark. 1999

endoperoksit

8a-asetoksi-2a-hidroksi-loH, 5aH, 6,

11p-guaya-3(4),10(14)-dien-12,6a-olit A. ceretanica Glasl ve ark. 1999
8a-asetoksi-6-epi-tannunolit B A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
8a-asetoksitannunolit B A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
8a-hidroksitanapartin o-peroksit A. depressa Trifunovic ve ark. 2005
Akilleanon A. vermicularis Ahmad ve ark. 2005
A. asplenifolia
S N ceretanica Banhnhu ve ark. 1979; Kubelka ve ark.
Akillisin A. collina
. . 1999
A. millefolium
A. roseoalba
Apressin A. depressa Tsankova ve ark. 1981
[zoapressin A. ligustica Bruno ve Herz 1988
Krisartemin A A. ligustica Bruno ve Herz 1988
Krisartemin B A. C.”thn."fO“a Bruno ve Herz 1988
A. ligustica
Lokodin A. santolina Balboul ve ark. 1997
I A. ceretanica Bruno ve Herz 1988; Kubelka ve ark.
Matrikarin A. collina
A 1999
A. ligustica
A. clavennae
Rupikolin A A. clypeolata Todorova ve ark. 1998; Kubelka ve ark.
P A. crithmifolia 1999; Stojanovic ve ark. 2005¢
A. setacea
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Cizelge 2.2. Achillea tiirlerinden elde edilen seskiterpen laktonlar, diterpenler ve triterpenler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
12,6a-guayanolitler (Seskiterpenler)
A. clavennae
Rupikolin B A cl)_/peo!atq Todorova_ve ar_k. 1998; Kubelka ve ark.
A. crithmifolia 1999; Stojanovic ve ark. 2005¢
A. setacea
Rupikolin-A 3a,4a-epoksit A, clypeo!atg Todorova ve ark. 1998
A. crithmifolia
Rupikolin-B 3a,4a-epoksit N clypeo!ata_ Todorova ve ark. 1998
A. crithmifolia
Tanapartin a-peroksit A. depressa Trifunovic ve ark. 2005
Vermikularon A. vermicularis Ahmad ve ark. 2005
Vermikulon A. vermicularis Ahmad ve ark. 2005
Nor-guayanolitler (Seskiterpenler)
2a-kloro-izo-seko-tanapartolit A. ligustica Ahmad ve ark. 2003
3-dehidroksi-izo-seko-tanapartolit A. ligustica Ahmad ve ark. 2003
A. asplenifolia
3-oksaakillisin A cere_tanica Ochir ve ark. 1991; Kubelka ve ark.
A. collina 1999
A. roseoalba
B-hidroksl-3-metoksi-1zo-seko- A. ligustica Ahmad ve ark. 2003
tanapartolit
A. asplenifolia )
8a-(angeloiloksi)-3-oksa-artabsin A. ceretanica iggrgoder ve ark. 1994; Kubelka ve ark.
A. collina
A. asplenifolia )
8a-(tigloiloksi)-3-oksa-artabsin A. ceretanica igggoder ve ark. 1994; Kubelka ve ark.
A. collina
Akilleppolit A. pseudoaleppica Appendino ve ark. 1993
Kritmifolit A. crithmifolia Chandler ve ark. 1982
12,8a-guayanolitler (Seskiterpenler) A. asplenifolia
6a,90-diasetoksi-4a-hidroksi-
50H,6BH,7aH,88H,11aH-guaya- A. asplenifolia Kastner ve ark. 1992
1(10),2(3)-dien-7,8a-olit
9a-asetoksi-4a-hidroksi-6a-
tigloiloksi-50H,6pH,7aH,88H,11aH-  A. asplenifolia Kastner ve ark. 1992
guaya-1(10),2(3)-dien-7,8a-olit
9au-asetoksi-6a-angeloiloksi-4a-
hidroksi-50H,6BH,7aH,88H,110H- A. asplenifolia Kastner ve ark. 1992
guaya-1(10),2(3)-dien-7,8a-0lit
9a-asetoksi-6a-angeloiloksi-4f3-
hidroksi-50H,6pH,70H,83H,11aH- A. asplenifolia Kastner ve ark. 1992
guaya-1(10),2( 3)-dien-7,8a0-0lit
1(10—9)-abeo-12,8a-guayanolitler
(Seskiterpenler)
11,12,13-trihidroksiodesm-4-en-3-on A. holosericea Ahmed ve ark. 2002
1B,3B-dihidroksiodesma-4(15). 11(13)- 5 (rinmifolia Chandler ve ark. 1982
dien-12,6a-olit
4-epi-arglanin A. pratensis Glasl ve ark. 1995
4a-hidroperoksi-4a-dehidroksiarglanin ~ A. pratensis Glasl ve ark. 1995
1B,60-Dihidroksi-4-6desmon A. wilsoniana Yang ve ark. 2005
7o-Hidroksikarisson A. clypeolata Todorova ve Tsankova 1999
ﬁ;g:());zlrg:(osli(lillggg(;triol A. clypeolata Todorova ve Tsankova 1999
3-oksoddesma-4,11-dien-13-0ik asit A. fragrantissima Ahmed ve ark. 1990
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2. KAYNAK OZETLERI

Cizelge 2.2. Achillea tiirlerinden elde edilen seskiterpen laktonlar, diterpenler ve triterpenler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
1p-Asetoksi-4(15)-6demsen-5 A. holosericea Ahmed ve ark. 2002
o,11,12,13-tetraol
7o-Hidroksiizopterokarpolon A. clypeolata Todorova ve Tsankova 1999
A. chrysocoma
Akrifolit A. crithmifolia Trifunovic ve ark. 2005
A. depressa
Arglanin A. pratensis Glasl ve ark. 1995
Artekalin A. ligustica Ahmad ve ark. 2003
Ligustolit A A. ligustica Ahmad ve ark. 2003
Ligustolit B A. ligustica Ahmad ve ark. 2003
Odesm-4(15)-en-30,70,11-triol A. clypeolata Todorova ve ark. 1998
(Klipetriol)
Odesm-4(15)-ene-1B,6a-diol A. fragrantissima Skocibusic ve ark. 2004
Reynosin A. depressa Trifunovic ve ark. 2005
Santamarin A. pratensis Glasl ve ark. 1995
- A. distans . Glasl ve ark. 1995; Kubelka ve ark.
Tauremisin A. fragrantissima
. 1999
A. pratensis
Germakranlar (Seskiterpenler)
(4E,10E)-3-[(2-
metilbiitiroil)oksi]germakra- A. wilsoniana Yang ve ark. 2005
4(5),10(1)-dien-12,6a-0lit
(4E,10E)-9pB-hidroksi-3-[(2-
metilbiitiroil)-oksi]germakra- A. wilsoniana Yang ve ark. 2005
4(5),10(1)-dien-12,6a-olit
13-asetoksi-3p-[(2-metilbiitiroil)
oksi]germakra-1(10)E,4E,7(11)-trien-  A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
12,60-0lit
13-asetoksi-3p-
izovaleroyloksigermakra- A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
1(10)E, 4E,7(11)-trien-12,6a-olit
13-hidroksi-3p-(2-
metilbitiroiloksi)germakra- A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
1(10)E,4E,7(11)-trien-12,60-0lit
13-hidroksi-3p-
izovaleroiloksigermakra- A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olit
1?;2%3%'{;1&55?5 r;g:iatsetoksr A. crithmifolia Milosavljevic ve ark. 1987
18,10B-epoksidihidropartenolit A. micrantha Rustaiyan ve ark. 1987
1B-O-asetilageratriol A. ageratum Kijjoa ve ark. 1999
??;ﬁ:%ﬁgiﬁ?&%ﬂgﬁ%ﬁ?h'dmks" A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
i’?;fll{z’i\éa_llggﬁ;:ﬁg%;?ﬁg:?tmks" A. asplenifolia Todorova ve ark. 2006
ggr?n(gsr':sfzggilll(sggn?gl égﬁgl_i ( A. crithmifolia Chandler ve ark. 1982
3pB,9p-diasetoksi-13-
hidroksigermakra-1(10),4,7(11)-trien-  A. santolina Balboul ve ark. 1997
12,6a-o0lit
i’?1’90?2ﬁ?{g;ﬁﬁg:ﬂé‘fgﬂIi t A. santolina Balboul ve ark. 1997
5pB-(tigloiloksi)akillifolin A. distans Kubelka ve ark. 1999
Ageratriol A. ageratum Garanti ve ark. 1972
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Cizelge 2.2. Achillea tiirlerinden elde edilen seskiterpen laktonlar, diterpenler ve triterpenler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
9pB-O-asetilageratriol A. ageratum Vieira ve ark. 1997
1B-O-asetilageratriol A. ageratum Kijjoa ve ark. 1999
Tri-O-asetilageratriol A. ageratum Vieira ve ark. 1997
(5R*,75*,9S*)-5,9-
Dihidroksigermakra- A. ageratum Vieira ve ark. 1997
4(15),10(14),11(13)-trien-1-one
(1R*,5R*,7S*,9S*,10S*)-9-Asetoksi-
1,10-Epoksigermakra-4(15),11(13)- A. ageratum Vieira ve ark. 1997
dien-5-ol
(1R*,5R*,7S*,9S*,10S*)-1,10-
Epoksigermakra-4(15),11(13)-diene- A. ageratum Vieira ve ark. 1997
5,9-diol
7o Hlle H-Germakra-5,10(14)- , pannonica Kubelka ve ark. 1999
diene-1 B,4a-diol
Akillolit A A. fragrantissima Segal ve ark. 1987
Akillolit B A. fragrantissima Segal ve ark. 1987
Artabin A. pseudoaleppica Appendino ve ark. 1993
Ridentin A. depressa Trifunovic ve ark. 2005
Sintenin A. pseudoaleppica Hatam ve ark. 1992
Bisabolanlar (Seskiterpenler)
7B -Acetoxy-12-hydroxybisabola- .
2 10E-dien-d-one A. cretica Bruno ve ark. 1996
7B,12-Dihydroxy-4-oxobisabola-2,9E- A cretica Bruno ve ark. 1996
dien-13-oic acid ' '
7B,9,10-Trihydroxy-4-oxobisabola- .
2.11.dien-13-oic acid A. cretica Bruno ve ark. 1996
1a,7B,11-Trihydroxybisabola-2,9E- A cretica Bruno ve ark. 1996
dien-4-one ' '
1a,7B,10-Trihydroxyisobisabola-2,11- .
dien-d-one A. cretica Bruno ve ark. 1996
1a,7B,10-Trihydroxybisabol-2,11- A cretica Bruno ve ark. 1996
dien-4-one ' '
7B -Hydroxy-13-nor-bisabol-2.98- o\ otica Bruno ve ark. 1996
diene-4,11-dione ' '
Diger Seskiterpenler
B -Elemen-9p -ol A. ageratum Grandi ve ark. 1972
7B -Hydroxy-11-oplopenone A. ageratum Kijjoa ve ark. 1999
3a,70,11-Trihydroxycyperan-4-one A. clypeolata Todorova ve Tsankova 1999
A. millefolium Kubelka ve ark. 1999
- Kastner ve ark. 1996; Fischer ve ark.
o -Longipin-2-en-1-one A. pannonica 2001; Rauchensteiner ve ark. 2002;
Werner ve ark. 2003
7p -Hydroxy-a-longipin-2-en-1-one A. millefolium \};u:ﬁlkgo\é% ark. 1999; Rauchensteiner
5-Hydroxy-5,6-seco-caryophyllen-6- ligustica Ahmed ve ark. 2003
one ' )
9-Hydroxyfarnesyl acetate A. pseudoaleppica Appendino ve ark. 1993
w-Oksonerolidol A. aleppica Appendino ve ark. 1993
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Cizelge 2.2. Achillea tiirlerinden elde edilen seskiterpen laktonlar, diterpenler ve triterpenler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak

Diterpenler

160,17-epoksi-19-asetoksi-ent-kauran  A. clypeolata Aljancic ve ark. 1996
160,17-epoksi-3a-asetoksi-ent-kauran ~ A. clypeolata Aljancic ve ark. 1996
160,17-epoksi-ent-kauran A. clypeolata Aljancic ve ark. 1996
Triterpenler

Akilleol A A. odorata Barrero ve ark. 1989
Akilleol B A. odorata Barrero ve ark. 1990

Cizelge 2.3. Achillea tiirlerinden elde edilen lignanlar

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
3'-demetoksiaskantin A. holosericea Ahmed ve ark. 2002
3'-demetoksiyangambin A. holosericea Ahmed ve ark. 2002
Askantin A. h_olosericea Ahmed ve ark. 2002; Stojanovic ve ark.
A. lingulata 2005b
Epiaskantin A. h_olosericea Ahmed ve ark. 2002; Stojanovic ve ark.
A. lingulata 2005b
Epiodesmin A hplosericea Ahmed ve ark. 2002; Stojanovic ve ark.
A. lingulata 2005b
Episesartemin A. holosericea Ahmed ve ark. 2002
Epiyangambin A. holosericea Ahmed ve ark. 2002
[z0-3'-demetoksiyangambin A. holosericea Ahmed ve ark. 2002
Sesartemin 2 Egigg;icea Bruno ve ark._ 1996; Ahmed ve ark.
T 2002; Stojanovic ve ark. 2005b
A. lingulata
Yangambin 2 ﬁ(ﬁgs?;icea Bruno ve ark._ 1996; Ahmed ve ark.
T 2002; Stojanovic ve ark. 2005b
A. lingulata

Cizelge 2.4. Achillea tiirlerinden elde edilen flavonoidler

Bilesik

Bitki Tiirii

Kaynak

3-metilbetuletol

>

. abrotanoides

. absinthoides

. chamaemelifolia
. clavennae

. clypeolata

. coarctata

. erba-rotta

. fraasii

. moschata

. pseudopectinata
. umbellata

Valant-Vetschera ve  Wollenweber
1996a,b, 2001

5-hidroksi-3,6,7,3',4'-
pentametoksiflavon

. abrotanoides
. aegyptiaca

. coarctata

. glaberrima

. santolina

Ahmad ve ark. 1995; Valant-Vetschera
ve Wollenweber 1996a, 2001

5-hidroksi-3,6,7,4'-tetrametoksiflavon

. millefolium

Falk ve ark. 1975

5-hidroksi-3',4'-dimetoksiflavon-7-O-
ramnozit

A
A
A
A
A
A
A
A
A. multifida
A
A
A
A
A
A
A
A
A

tenuifolia

Shafaghat ve ark. 2014
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Cizelge 2.4. Achillea tiirlerinden elde edilen flavonoidler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
5-hidroksi-3'-metoksiflavon-4'-O-
(pentenil-4-on)-7-O-(2"-(ramnozil)- A.tenuifolia Shafaghat ve ark. 2014

ramnozit

6-demetoksi-kapillarisin A. ageratum Kijjoa ve ark. 1999
6-hidroksi-luteolin 7-O-B-D-glikozit A. millefolium Sevindik ve ark. 2015
A. abrotanoides
A. coarctata
. . . Valant-Vetschera ve
6-hidroksikemferol-3,6,7,4-tetrametil A, d_epre:ssa Wollenweber  1996a,  2001:
eter A. ligustica
Tuberoso ve ark. 2009
A. moschata
A. ochroleuca
A. ageratifolia subsp. serbica
A. biebersteinii
A. cappadocica
_ . o 2 g?ﬁ;ﬂgﬁgﬁ!foha Valant-Vetschera ve
6-hidroksikemferol-3,6-dimetil eter . . Wollenweber 1996a, 2001;
A. ligustica
Tuberoso ve ark. 2009
A. pachycephala
A. pindicola
A. pseudopectinata
A. umbellata
A. biebersteinii
A A. cappadocica Valant-Vetschera ve
Aksillarin A. pachycephala Wollenweber 1996a, 2001
A. thracica
A. umbellata
A. alpestris Guedon  ve ark.  1993;
A. ceretanum . . ) .
Apigenin A clavennae StOjanOVIC.2005C, Innocenti ve
L ark. 2007; Tuberoso ve ark.
A. ligustica 2009
A. millefolium
A. alpestris
Apigenin 7-malonil- glukozit A. ceretanum Guedon ve ark. 1993
A. millefolium
Apigenin-7-O-rutinozit A. ligustica Tuberoso ve ark. 2009
Apigenin-7-0-p-D-glukopiranozit A. millefolium Innocenti ve ark. 2007
Artemetin A. millefolium Falk ve ark. 1975
Desmetoksisentauridin A. holosericea Tzakou ve ark. 1995
A. ageratifolia subsp. aizoon
A. ageratifolia subsp. serbica  Valant-Vetschera ve
Hispidulin A. ageratum Wollenweber  1996a, 2001;
A. ochroleuca Vieira ve ark. 1997
A. pseudopectinata
Izoorientin A. setacea Marchart ve Kopp 2003
Izoorientin-7,3-dimetil eter A. cretica Valant ve ark.1980
iz0saftozit A. ligustica Marchart ve Kopp 2003,
A. setacea Tuberoso ve ark. 2009
. - Ahmad ve ark. 1995; Valant-
Kaseidin ﬁ gfcbhl;rsézlr?zlalla Vetschera ve  Wollenweber
' 1996a
A. abrotanoides Falk ve ark. 1975; Valant-
Kastisin A. coarctata Vetschera ve  Wollenweber
A. millefolium 19963, 2001
Kersetin A h_olosgricea Tuberoso ve ark. 2009; Tzakou
A. ligustica ve ark. 1995
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Cizelge 2.4. Achillea tiirlerinden elde edilen flavonoidler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
Kersetin-3,3'-dimetil eter A. holosericea Tzakou ve ark. 1995
Kersetin-3-metil eter A. holosericea Tzakou ve ark. 1995
) 2 iﬁgg:zm Horhammer_ 19§1; Guedon ve ark.
Kozmosiin A 1993; Stojanovic ve ark. 2005b;
A. ligustica
? : Tuberoso ve ark. 2009
A. millefolium
Krizoeriol A. holosericea Tzakou ve ark. 1995
. . N bIEb.e rsteinii Valant-Vetschera ve Wollenweber
Krizosplenetin A. clusiana
1996a,b
A. nana
A. ageratifolia subsp.
ageratifolia
A. ageratum
Krizosplenol D 2 E;ng;:;em" Valant-Vetschera ve Wollenweber
. 1996a,b, 2001
A. gerberi
A. maura
A. nana
A. ochroleuca
A. alpestris
A. ceretanum Guedon ve ark. 1993; Tzakou ve ark.
Luteolin A. holosericea 1995; Innocenti ve ark. 2007; Tuberoso
A. ligustica ve ark. 2009
A. millefolium
Luteolin-4’-O-p-D-glukopiranozit A. millefolium Innocenti ve ark. 2007
Luteolin-4'-glukozit A. setacea Marchart ve Kopp 2003
A. alpestris
Luteolin-7-malonil-glukozit A. ceretanum Guedon ve ark. 1993
A. millefolium
Luteolin-7-O-glukozit A. ligustica Tuberoso ve ark. 2009
Luteolin-7-O-4-D-glukopiranozit A. millefolium Innocenti ve ark. 2007
. A. ageratifolia subsp. Valant-Vetschera ve Wollenweber
Nepetin .
aizoon 2001
Opatolin A. santolina Balboul ve ark. 1997
Orientin A. setacea Marchart ve Kopp 2003
L . Valant-Vetschera ve  Wollenweber
Pektolinarigenin A. pseudopectinata 19964
A. ageratifolia subsp.
ageratifolia
A. ageratifolia subsp.
aizoon
A. ageratum
Penduletin A bieberstei_nii Valant-Vetschera_ ve Wollenweber
A. cappadocica 19964a,b, 2001; Trifunovic ve ark. 2005
A. depressa
A. gerberi
A. nana
A. ochroleuca
A.pseudopectinata
Rutin A. Iigustice_l Kaloshina ve Neshtal973; Innocenti ve
A. millefolium ark. 2007; Tuberoso ve ark. 2009
Salvigenin A. depressa Valant—Ve_tscherg ve  Wollenweber
A. ochroleuca 1996a; Trifunovic ve ark. 2005
Santin A. ligustica Tuberoso ve ark. 2009
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Cizelge 2.4. Achillea tiirlerinden elde edilen flavonoidler (devam)

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
Santoflavon A. santolina Ahmad ve ark. 1995
A. abrotanoides
A. biebersteinii
A. cappadocica
A. clavennae
A. clypeolata
A. coarctata
Sentaureidin A. e_r_ba-rottg Vetschera_ ve _Wollenweber 19964a,b,
A. filipendulina 2001; Stojanovic 2005¢
A. moschat
A. multifida
A. ochroleuca
A. pseudopectinata
A. rupestris
A. taygetea
A. alpestris
Sinarozit A. ceretanum Horhammer 1961
A. millefolium
Sirsiliol A. ageratum VaIant—Ve_ts_chera ve  Wollenweber
A. depressa 1996a; Vieira ve ark. 1997
N A. depressa Balboul ve ark. 1997; Trifunovic ve
Sirsimaritin A. ochroleuca
. ark. 2005
A. santolina
. A. ligustica Marchart ve Kopp 2003; Tuberoso ve
Saftozit A. setacea ark. 2009
Visenin-2 A setacea Marchart ve Kopp 2003; Tuberoso ve
ark. 2009
Viteksin A. setacea Marchart ve Kopp 2003

Cizelge 2.5. Achillea tiirlerinden elde edilen fenolik asitler

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak
1,5-di-O-kafeoilkinik asit A. millefolium Fraisse ve ark. 2007
3,4-di-O-kafeoilkinik asit A. alexandri-regis Kundakovic ve ark. 2004

A millefolium Fraisse ve ark. 2007, Giorgi ve ark.
3,5-di-O-kafeoilkinik asit ) . 2009, Innocenti ve ark. 2007

A. collina
4,5-di-O-kafeoilkinik asit A. collina Giorgi ve ark. 2009
Ferulik asit A. millefolium Wojdylo ve ark. 2007

- A. millefolium Wojdylo ve ark. 2007; Giorgi ve ark.

Kafeik asit A. collina 2009

A millefolium Fraisse ve ark. 2007; Innocenti ve ark.
Klorojenik asit A- collina 2007; Benetis ve ark. 2008a,b,c; Giorgi

) ve ark. 2009; Raudonis ve ark. 2009

Neoklorojenik asit A. millefolium g(r)%l?se ve ark. 2007; Wojdylo ve ark.
Sinnamik asit A. alexandri-regis Kundakovic ve ark. 2004
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Cizelge 2.6. Achillea tiirlerindeki aminoasit tiirevleri

Bilesik Bitki Tiirii Kaynak

Kolin A. mlllgfollum Mehlfuhrer ve ark. 1997
A. collina

Betain A. mlllgfollum Mehlfuhrer ve ark. 1997
A. collina

Prolin A. mlllgfollum Mehlfuhrer ve ark. 1997
A. collina

Stakidrin A. mlll_efollum Mehlfuhrer ve ark. 1997
A. collina

Betonisin A. mlllfefollum Mehlfuhrer ve ark. 1997
A. collina

2.1.5. Achillea Tiirleri Uzerine Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Achillea tiirleri tizerinde yapilan sayisiz biyolojik aktivite ¢alismalart birgok
arastirmaci tarafindan yapilmistir. Achillea tiirlerinin; yara iyilestirici, antienflamatuvar,
antipiretik, antidepresan, hipotansif, astrenjan, antiseptik, antimikrobiyal, diiiretik,
ekspektoran, antispermatojenik, antidiyabetik, antitiimoral ve hepatoprotektif etkilerinin
yani sira menstruasyon bozukluklarinin tedavisinde kullanilislarinin ve bdcek kovucu

etkilerinin oldugu bildirilmistir (Karamenderes 2002).

2.1.5.1. Antioksidan Etki

Alexandru ve arkadaslar1 yara iyilestirici olarak kullanilan A. millefolium’un su
ve etanol ekstrelerinin toplam fenolik miktar tayinini Folin-Ciocalteu yontemi, toplam
flavonoid miktar tayinini AICl; yontemi ve radikal siipiiriicii etkisini ise DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikali kullanilarak belirlemislerdir. Etanol ekstresinin su
ekstresinden daha aktif oldugu bulunmustur (DPPH radikal siipiiriicii etki tayininde
inhibisyon degeri %70.36 + 0.49). Ayrica, A. millefolium’un etanol ekstresinin DPPH
radikal stipliriicii etkisi ile toplam fenolik madde miktar1 arasinda bir korelasyon
gozlendigi vurgulanmistir (Alexandru ve ark. 2007). Baska bir ¢alismada A. millefolium
tohumlarinin n-hekzan, diklorometan ve metanol ekstrelerinin DPH serbest radikal
stipliriicii etkileri incelenmis ve sadece metanol ekstresinin zayif etki gosterdigi

belirtilmistir (Kumarasamy ve ark. 2007).

Bir diger caligmada A. millefolium’un su ekstresinin antioksidan kapasitesi farkli
yontemlerle incelenmis, radikal siipiiriicii etkiye siiperoksit, hidroksil ve DPPH
radikallerinin inhibisyonu iizerinden ESR (Elektron Spin Rezonans) metodu ile tayin

edilmis ve aktivite, E vitamini ve kersetin standartlari ile karsilagtirilmis, ayrica ¢alisilan
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ekstrenin toplam fenolik madde miktar1 da Folin-Ciocalteu yontemi ile tespit edilmistir.
A. millefolium ekstresinin orta derece antioksidan kapasite gosterdigi ve bu sonucun
ekstredeki toplam fenolik madde miktar1 ile dogru orantili oldugu bildirilmistir
(Trouillas ve ark. 2003).

Nickavar ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, 6 farkli Achillea tiirtiniin (A.
millefolium, A. tenuifolia, A. vermicularis, A. micrantha, A. filipendula, ve A.
wilhelmsii) etanol ekstresinin DPPH yontemi ile serbest radikal siipiiriicii etkileri ve
AICl; yontemi ile toplam flavonoid miktarlari karsilagtirmali olarak incelenmistir. A.
millefolium ve A. micrantha tiirlerinin kaydadeger radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir. Incelenen tiirler arasinda en diisiik aktiviteyi A. wilhelmsii gostermistir.
Toplam flavonoid miktar1 bakimindan ise A. vermicularis ve A. wilhelmsii en yiiksek
degeri gosterirken A. tenuifolia’nin en diisiik degerde kaldig: belirtilmistir (Nickavar ve
ark. 2006).

A. millefolium’un metanol ve ugucu yag ekstresinin antioksidan aktivitelerinin
arastirlldign bir calismada, ugucu yagin DPPH radikalini kuvvetlice indirgedigi ve
Fe3+—EDTA-H,0, deoksiriboz sisteminde hidroksil radikal siipiiriicii etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica ugucu yag ekstresi sican karaciger homojenatinda enzimatik
olmayan lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Buna ek olarak, metanol
ekstresinin suda ¢oziinen fraksiyonunun da antioksidan etki gosterdigi ifade edilmistir.
Ugucu yagin antioksidan aktivite gostermesinin igerdigi bilesenlerin sinerjik etkisinden

kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Candan ve ark. 2003).

Giorgi ve arkadaglarmin ¢alismasinda A. collina’nin  kapitulum ve
yapraklarindan elde edilen infiizyonun antioksidan kapasitesi ve oksidatif strese karsi
hiicre koruyucu aktivitesi arastirtlmis ve DPPH radikali yoluyla serbest radikal
stiptiricii etki, PC-12 hiicrelerinde lipid peroksidasyon (LPO) ve hiicre koruyucu
aktivite tayin edilmistir. En yiliksek antioksidan ve hiicre koruyucu etkinin yaprak
inflizyonunda oldugu ve antioksidan kapasitenin toplam fenolik madde miktar1 ile bir
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Giorgi ve ark. 2009). Yapilan bir diger ¢alismada
ise A. collina ve A. pannonica’nin ugucu yagmin DPPH radikal siipiiriicii ve lipit

peroksidasyon etkileri incelenmistir. A. pannonica ugucu yagi kuvvetli radikal siiptriici

27



2. KAYNAK OZETLERI

etki gosterirken, A. collina u¢ucu yagi LPO deneyinde daha kuvvetli antioksidan etki

gostermistir (Bozin ve ark. 2008).

Al-Ismail ve arkadaslarmin yirittiigii bir ¢caligmada A. santolina’nin etanol
ekstresinin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemiyle, indirgenme giicii
de Oyaizu yontemiyle ve serbest radikal siipiiriicii etkisi DPPH radikali {izerinden
incelenmistir. Toplam fenolik madde miktari, indirgenme gilicii ve DPPH radikal
stipliriicii aktivite arasinda anlamli bir korelasyon goézlenmistir. Ekstrenin 2.00 pg/g
derisimde cok yiiksek antioksidan aktivite ve giiclii bir indirgenme giicli gosterdigi
belirtilmistir (Al-Ismail ve ark. 2007). A. santolina’nin su-etanol ekstresinin radikal
stiptiriicti aktivitesinin incelendigi bir baska ¢alismada, ekstrenin linoleik asit emiilsiyon
sisteminde, DPPH ve siiperoksit radikallerini siipiiriicii etkiyle birlikte konsantrasyona
bagli olarak 6nemli inhibitor aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica hem Fe?* +H,0, +
EDTA ve Fe** +H,0, hidroksil radikallerini stipirmesi bakimindan ekstrenin kuvvetli
radikal siiptiriicti etkiye sahip oldugu ve deoksiriboz degredasyon modelinde demir
iyonlart ile selat olusturabilme kapasitesine sahip oldugu vurgulanmistir. Ekstrenin
indirgenme giicii ile dogrusal bir korelasyon gosterdigi ve sican karacigerinde doza
bagli olarak Fe?*/askorbat ile indiiklenmis LPO’da tiyobarbitiirik asit reaktif
maddelerinin olusumunu O6nledigi bildirilmistir. Ayrica serbest radikal ile indiiklenmis
protein oksidasyonunun, ekstrenin eklenmesiyle anlamli bir sekilde baskilandig
goriilmiistiir. Tiim bunlardan yola ¢ikarak A. santolina’nin antioksidan etki gosterdigi
ve bu etkinin fenolik yapidaki bilesiklerden dolay1 olabilecegi ifade edilmistir
(Ardestani ve Yazdanparast 2007).

Halk arasinda diyabet tedavisinde kullanilan A. fragrantissima’nin siirgiinlerinin
sulu metanol ekstrelerinin radikal siiptiriicii etkileri DPPH ve ABTS (2,2-azino-bi-3-
etilbenzotiyazolin-6 siilfonik asit) radikalleri iizerinden incelenmistir. Her iki yontemde
de sulu metanol ekstrelerin diisiik antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir.
Antioksidan aktivite ile toplam fenolik madde miktar1 arasinda anlamli bir korelasyon

oldugu vurgulanmistir (Al-Mustafa ve Al-Thunibat 2008).

Conforti ve arkadaslarinin yirittigta, A. ligustica’nin ¢igekli kisimlarinin
metanol ekstresinin ve fraksiyonlarmin karsilastirmali olarak radikal sipiiriicii

aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada, DPPH radikaline karsi metanol ekstresinin
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kuvvetli stipiiriicii  etki gosterdigi ve bu aktivitenin fenolik fraksiyondan
kaynaklanabilecegi  bildirilmistir.  Lipozomun lipit peroksidasyonunda fenolik
fraksiyonun, total metanol ekstresine gore daha yiiksek antioksidan etki gosterdigi
belirtilmistir (Conforti ve ark. 2005). Yapilan diger bir ¢alismada da, A. ligustica’nin
ciceklerinden ve vejetatif kisimlarindan elde edilen ugucu yagin, antioksidan etkisi
DPPH ile ABTS radikal siipiiriicii ve f-karoten yontemi kullanilarak incelenmis ve

anlamli antioksidan aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Maggi ve ark. 2009).

A. alexandri-regis’in etil asetat ve butanol ekstrelerinin antioksidan potansiyeli
hidroksil ve stliperoksit radikallerinin miktarlar1 olgiilerek ¢alisilmistir. Calisilan tiim
biyolojik sistemlerde (karaciger homojenati, hemolize kan, serum ve postmitokondriyal
karaciger fraksiyonu) etil asetat ekstresi, hidroksil radikali sipiiriicii aktivite
gosterirken, butanol ekstresi yalnizca postmitokondriyal karaciger fraksiyonununda
aktif bulunmustur. Her iki ekstreninde yalnizca hemolize kanda siiperoksit radikal

stiptirticti etki gosterdigi kaydedilmistir (Kundakovic ve ark. 2005).

A. biebersteinii’nin metanol ekstresi ve ugucu yagimnin in vitro kosullarda DPPH
radikaline karst ve p-karoten-linoleik asit yontemleri ile antioksidan kapasiteleri
arastirilmis ve her iki yontemde de ekstrenin ugucu yagdan daha yiiksek antioksidan
ozellik gosterdigi belirtilmistir. Ayrica ekstrenin toplam fenolik madde miktari, Folin-
Ciocalteu yontemiyle degerlendirilmis ve antioksidan aktiviteyle fenolik madde miktari

arasinda anlamli bir iligski gortildiigi bildirilmistir (Baris ve ark. 2006).

Geleneksel Tiirk tibbinda kullanilan 15 Achillea tiriinin (A. clypeolata, A.
schisckinii, A. teretifolia, A. coarctata, A. phrygia, A. crithmifolia, A. nobilis subsp.
neilrechii, A. millefolium subsp. pannonica, A. biebersteinii, A. kotschyi, A. nobilis
subsp. spylea, A. setacea, A. falcata, A. grandifolia ve A. multifida) infiizyonlarinin
insan eritrosit ve lokositlerinde H2O2 ile indiiklenmis oksidatif hasara karsi protektif
etkileri arastirilmistir. Katalaz (KAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) aktiviteleri, inflizyonun eritrosit ve 10kositler iizerindeki LPO ve
glutatyon (GSH) seviyelerinin etkileri belirlenmistir. Sonuglar tiim Achillea
infiizyonlarmin, eritrosit ve lokositlerin antioksidan enzim sistemleri tizerinde etkili
oldugunu géstermistir. A. falcata’nin eritrositlerin KAT, GPx ve SOD enzim sistemleri

tizerinde en aktif tiir oldugu vurgulanmistir. Bitki infiizyonlar1 icerisinde 16kosit enzim
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sistemlerinde A. crithmifolia ve A. nobilis subsp. neilreichii, KAT iizerinde en yiiksek
aktiviteyi, A. millefolium subsp. pannonica SOD, A. teretifolia GPx ve A. nobilis subsp.
sipylea LPO iizerinde en yiiksek aktiviteyi gostermistir (Konyalioglu ve Karamenderes
2005). Aynm1 grubun bir baska calismasinda, ayni tiirlerin infiizyonlarinin toplam
antioksidan kapasitesi, OH radikal siipiiriicii etki ve H,O, indirgeme giicti yontemleri ile
aragtirllmistir. Tim inflizyonlarin antioksidan etkiye sahip oldugu belirtilirken, A.
millefolium subsp. pannonica’nin a-tokoferolden daha yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip oldugu belirtilmistir. A. millefolium subsp. pannonica’dan sonra en aktif bitkilerin
A. grandifolia, A. biebersteinii, A. schisckinii, A. nobilis subsp. neilrechii oldugu rapor
edilmistir. Tim sonuglarin toplam flavonoid ve toplam fenol miktarlar1 ile orantili

olduklar1 kaydedilmistir (Konyalioglu ve Karamenderes 2004).

Tatli ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. wilhelmsii’nin toprak istii
kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinin DPPH, H,0, ve O, radikallerini siipiiriicii
etkinlikleri incelenmis ve Cu®" ile indiiklenmis in vitro LDL oksidasyonunu inhibe edici
degerleri Olctilmiistiir. Ekstrenin DPPH ve O; radikallerini stiptiriicii etki gosterdigi ve
ayrica Cu?t ile indiiklenmis LDL oksidasyonunu inhibe ettigi kaydedilirken, H;O;

radikalini siipiiriicti aktivite gostermedigi bildirilmistir (Tatli ve ark. 2009).

Beysehir’den toplanan endemik A. teretifolia ile A. nobilis subsp. neilreichii’nin
toprak Ustii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin DPPH radikal siipiiriicii etki

gosterdigi bildirilmistir (Demirci ve ark. 2009).

2.1.5.2. Sitotoksik Etki

Aralarinda A. biebersteinii ve A. santolina’nin da bulundugu 67 tibbi bitkinin
etanol, kloroform ve sulu ekstrelerinin, hiicre kiiltiiriinde antiproliferatif aktivitesi
incelenmistir.  MCF7 meme adenokarsinom hiicreleri {izerindeki sitotoksisitesi
Stiilforodamin B (SRB) yontemi kullanilarak test edilmistir. Bitkilerin yaprak ve
ciceklerinden elde edilen 50 pg/ml ekstreye 72 saat boyunca maruz birakilan MCF7
hiicrelerinin hayatta kalma yiizdeleri hesaplanmistir. Bu degerler A. biebersteinii igin %
81.64 + 3.3 ve A. santolina igin % 46.54 + 4.00 olarak bulunmustur. Ozellikle A.
santolina’nin etanol ekstresinin kuvvetli antiproliferatif aktivite gosterdigi rapor

edilmistir (Abu-Dahab ve Afifi 2007).
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Asteraceae bitkilerinden se¢ilmis olan 25 tiiriin sulu ve organik ekstrelerinin
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] yontemi ile HeLa insan
servikal karsinoma hiicreleri, A431 insan deri epidermoid karsinoma hiicreleri ve MCF7
hiicreleri tizerindeki antiproliferatif aktiviteleri arastirilmistir. A. collina’nin toprak iistii
kisimlarindan elde edilen ekstrenin de arastirildigi calismada, hiicre gruplarina 10
pug/mL oraninda ekstre uygulanmis ve A. collina’nin yiiksek Olglide sitostatik ve
sitotoksik aktivite gosterdigi kaydedilmistir (Réthy ve ark. 2007).

Aralarinda A. millefolium’un da bulundugu bitki ¢ayr olarak kullanilan 16
bitkinin sulu ekstreleri antiproliferatif 6zellikleri bakimindan arastirilmistir. Sitotoksik
etki B16 fare melanoma hiicrelerinde incelenmis ve A. millefolium ekstresinin anlamli

antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (Trouillas ve ark. 2003).

A. ageratum’un toprak iistii kistmlarindan hazirlanan hekzan ekstresinin Hep-2
insan larenks epidermoit karsinoma hiicreleri ve McCoy hiicreleri lizerindeki sitotoksik
aktivitesi, Geran ve ark. tarafindan tanimlanan metoda goére, Minimum Eagle's Medium
(MEM) besiyerinde kiiltiire alinan hiicrelerin tek katmanli tabaka gelisiminin
inhibisyonunun 6lgiilmesi yontemiyle belirlenmistir. Her iki hiicre kiiltiiriinde de pozitif
kontrol olan 6-merkaptopiirin ile Kkarsilagtirildiginda yiiksek derecede biiylime
inhibisyonu gbzlenmistir. Hekzan ekstresinden izole edilen a-amirinin hiicreler tizerinde

yiiksek derecede biiyiime inhibisyonu gosterdigi bildirilmistir (Gomez ve ark. 2001).

A. millefolium’dan izole edilen flavonoid ve seskiterpenlerin insan tiimor
hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisinin arastirildig: bir ¢caligmada, bitkinin toprak
tistii kistmlarindan elde edilen n-hekzan, kloroform, su-metanol ve sulu ekstrelerinin
HeLa, MCF7 ve A431 hiicreleri iizerindeki aktiviteleri in vitro MTT yontemi
kullanilarak incelenmistir. Kloroform ekstresi, HeLa ve MCF7 hiicreleri lizerinde en
yiiksek antiproliferatif aktivite gosterirken, A431 hiicreleri lizerinde orta dereceli etki
gostermistir. Bitkinin toprak {istii kisimlarindan izole edilen flavonoid ve seskiterpen
bilesiklerinin arasinda en etkili bilesenin bir flavonoid olan sentaureidin oldugu
saptanmistir. Sentaureidinin ozellikle HeLa ve MCF7 hiicrelerinde, hiicre biiylimesini
onemli derecede inhibe ettigi gézlenmistir. Kastisin ve paulitinin 3 hiicre grubuna karsi
oldukca etkili bulundugu bildirilmistir. Apigenin, luteolin ve izopaulitinin ise 3 hiicre

grubu lizerinde orta dereceli aktivite gosterdigi bulunmustur. Artemetin, psilostakin C,
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desasetilmatrikarin ve sinteninin ise 3 hiicre grubuna karsi da antiproliferatif etki
gostermedigi kaydedilmistir (Csupor-Loffler ve ark. 2009). Haidara ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada, A. millefolium’dan izole edilen bir flavonoid olan kastisinin
tubulin baglayic1 ajanlar gibi, p21°i indiikledigi, Cdk1’i inhibe ettigi ve siklin A’y1
baskiladig1 tespit edilmistir. Sonug olarak kastisinin G2/M biiyiimesini durdurmada ve
apoptoziste etkin olan ¢ok yonlii bir molekiil oldugu bildirilmistir (Haidara ve ark.

2006).

A. clavennae iizerinde yapilan sitotoksik aktivite ¢alismasinda toprak iistii
kisimlarindan guayanolit, bisabolen, flavonol, lignan ve kumarin yapisinda 17 bilesik
izole edilmistir. Antiproliferatif aktivite, MTT yontemi ile HeLa, K562 insan miyeloid
losemi  hiicreleri ve Fem-X insan melanoma hiicrelerinde incelenmistir.
Guayanolitlerden 9a-asetoksiartekanin ve apressin tim hiicre hatlarinda anlamli bir
sitotoksik aktivite gosterirken, bisabolen yapisindaki indukumenon orta dereceli aktivite
gostermistir. En aktif bilesenin daha onceden de etkisi bilinen bir flavonol olan

sentaureidin oldugu rapor edilmistir (Trifunovi¢ ve ark. 2006).

Baz1 dogal ve sentetik seskiterpenlerin sitotoksik aktivitesinin arastirildigi bir
caligmada, A. falcata’dan izole edilen sinteninin hiicre kiiltiiriinde, A549 insan akciger
kanseri, MDA-MB-231 yiiksek invazif meme kanseri, 1A9 ovaryum kanseri, HCT-8
ileogekal kanseri, U87-MG gliyoblastoma, PC-3 prostat kanseri, KB nazofarenjeal
kanseri ve KB-VIN P-glikoprotein ¢oklu ilag direngli nazofarenjeal kanseri ve MCF7
hiicreleri tizerindeki etkisi arastirilmis ve sinteninin istatistiksel olarak anlamli aktivite

gostermedigi bildirilmistir (Bruno ve ark. 2005).

Achillea tiirlerinin ugucu yaglari iizerinde yapilmis sitotoksik aktivite caligmalari

da mevcuttur:

Mascia Lopes ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. millefolium’un ugucu
yagi, antitiimoral oOzellikleri agisindan incelenmis ve farelerdeki peritoneal
makrofajlarin yasayabilirlikleri MTT yontemi ile degerlendirilmistir. Ugucu yagin
makrofajlart stimule ederek asiri iiretim olmaksizin H,O, ve TNF-a iiretimini sagladigi
saptanmistir. Bu etkinin azulenden kaynaklandig: belirtilmis ve ugucu yagin makrofaj

aktivasyonunu diizenledigi vurgulanmistir (Mascia Lopes ve ark. 2005).
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A. ligustica’nin ¢igeklerininden ve vejetatif kisimlarindan elde edilen ugucu
yagin MTT yontemi ile T98G insan gliyoblastoma hiicreleri, A431 ve PC-3 insan tiimor
hiicreleri ve B16-F1 fare melanoma hiicreleri iizerinde anlamli antiproliferatif etki

gosterdigi bildirilmistir (Maggi ve ark. 2009).

2.2. Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitler oksidasyona ugrayabilir ve canli organizma icin zararli olabilecek oksidasyon
irlinleri olusturabilirler (Papas 1996). Bu durum yaygin olarak “Oksidatif Stres”
seklinde ifade edilir. Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir

(Cizelge 2.7) (Aruoma ve Cuppet 1997).

Cizelge 2.7.Reaktif Oksijen ve Azot Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Radikal Olmayanlar Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit (0,") Hidrojen Peroksit (H,0,)  Azot Oksit (NO®)  Nitroz Asit (HNOy)
Hidroksi (HO®) Hipoklordz Asit (HCIO)  Azot dioksit NO,") Nitrozil Katyonu (NO®)
Peroksi (RO,") Hipobroméz Asit HBrO) Nitroksi Anyonu (NO")
Alkoksi (RO®) Ozon (0y) Diazot tetraoksit (N,O,)
Hidroperoksi (HO,")  Singlet Oksijen (*Ag '0,) Diazot trioksit (N,O3)

Peroksinitrit anyonu (ONOO")
Peroksinitroz Asit (ONOOH)
Nitronyum Katyonu (NO,")
Alkilperoksi nitrit (ROONO)

Reaktif oksijen ve azot tiirleri insan viicudunda ¢esitli sekillerde meydana gelirler:

e Hiicrenin normal solunumu sirasinda yan iirlin olarak reaktif oksijen ve azot

tiirleri olusur.

e Siiperoksit ve hidrojen peroksit miktari, bazi biyomolekiillerin (adrenalin,
dopamin, tetrahidrofolat, sitokrom P450 ve elektron transport zincirlerinin bazi
bilesikleri) oksijen tarafindan dogrudan oksidasyonuyla artabilir (Fridovich
1986, Halliwell 1994).
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e Viicudumuz, dogal ve insan kaynakli radyasyona maruz kalabilir. Yiksek
enerjili elektromagnetik 151n, suyu pargalayabilir ve hidroksi radikali olusturur

(Von-Sonntag 1987).

Reaktif oksijen ve azot tiirleri disaridan da organizmaya alinabilirler. Sigara
dumaninin ana bilesigi NO,"dir. NO;*’in sigara olefinleri ile reaksiyona girmesiyle
karbon merkezli radikallerin olustugu diistiniilmektedir. Ayrica sigara i¢imi notrofilleri

aktive ederek dolayli olarak serbest radikal iiretimini artirmaktadir (Papas 1996).

Yabanci organizmalara karst koruyucu gorev yapan fagositler (notrofiller,
monositler, makrofajlar, eosinofiller) yabanci organizmay1 6ldiirmek icin siiperoksit ve
hidrojen peroksitiiretirler. Bu 6nemli savunma sisteminin bozuklugu, doku hasariyla
sonuglanan agir1 fagosit aktivitesinin eslik ettigi romatoit artirit ve iltihapli bagirsak
hastalig1 gibi bazi1 hastaliklara sebep olur (Moncada ve ark. 1991, Babior ve Woodman
1990, Anggird 1994).

Oksidasyon, radikalik zincir reaksiyonlar1 tizerinden yiiriir. Radikaller
eslesmemis elektronlarint eslestirme egiliminde olduklar1 icin 6zellikle gevsek bagl
elektronlar1 koparirlar. Bu o6zellikleri, radikallerin kimyasal olarak aktif olmalarinm

saglar ve bunlarin organizmadaki varlig1 biyomolekiillerin modifikasyonuna sebep olur.

Reaktif oksijen ve azot tiirleri DNA bazlarini hasara ugratarak mutasyona sebep
olur. O, (Anggérd 1994, Aruoma ve ark. 1989) , OH® (Takeuchi ve ark. 1994, Floyd
ve ark. 1986), ve ONOO™ (Floyd ve ark. 1988, Yermilov ve ark. 1995) DNA hasarinin
sebebi olarak bilinir. DNA hasar1 kanserden sorumlu olan bas faktordiir (Guyton ve
Kensler 1993). Hiicrede DNA tamir mekanizmalari mevcut olmasina ragmen bu

mekanizmalar bazen yetersiz kalabilirler.

Antioksidanlar, oksidasyonu baslangic ve/veya gelisme basamaginda Onleyen
veya geciktiren maddelerdir. Canli organizmalarda antioksidan aktiviteye sahip
bilesiklerin bulunmasi yagam i¢in 6nemli bir ihtiyactir. Antimutajenik, antikarsinojenik,
yaslanmay1 geciktirici gibi bir¢ok etki canlilardaki antioksidan 6zellikteki maddelerden
kaynaklanir (Cook ve Samman 1996). Antioksidan maddelerin eksikliginde reaktif
oksijen ve azot tiirleri kanser, diabet, kireglenme, parkinson, AIDS, beyin ve kalp
hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar (Packer ve Cadenoas

2002).
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Dogal kaynakli antioksidanlar, bitkilerde bulunan fenolik  bilesikler
(tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler), azotlu bilesikler (alkaloitler, klorofil
tiirevleri, proteinler, aminler), organik asitler ve karotenoitlerdir (Larson 1988, Hudson
1990). Sistein, metiyonin, histidin, triptofan ve lizin (Taylor ve Richardson 1980) gibi
aminoasitler ile siilfiirlerce zengin olan tiyoredoksin (Buchanan ve ark. 1994) proteini

de antioksidan 6zellik gosterirler.

Bir¢ok epidemiyolojik c¢alisma bol meyve-sebze tiiketiminin kalp-damar ve
kanser hastaliklarini azalttigini ortaya koymustur (Hertog ve ark. 1993, Stampfer ve ark.
1993). Sebze ve meyvelerin bu Ozellikleri igerdikleri antioksidan maddelere (askorbik
asit, tokoferoller, karotenoitler, flavonoidler) dayandirilmaktadir. Ornegin yesil cay
yapraklari (-)-epikatesin, (-)-epikatesin gallat, (-)-epigallokatesin ve (-)-epigallokatesin
gallat icerirler (Amarowicz ve Shahidi 1996, Ho ve ark. 1997) ve antihipertansif (Henry
ve Stephens-Larson 1984), antioksidatif (Ho ve ark. 1992), antiaterosiklerotik (Hertog
ve ark. 1993, Luo ve ark. 1997), antikarsinojenik (Luo ve ark. 1997, Wang ve ark.
1994) gibi etkilere sahiptirler. Katesinler metal iyonlarini baglayici ve oksijen radikalini

tutucu antioksidanlar olarak taninirlar (Husain ve ark. 1987; Chen ve ark. 1990).

Diger taraftan sentetik antioksidanlar gidalarin bozunmasini 6nlemek ve raf
omriinii uzatmak i¢in kullanilmaktadirlar. Giiniimiizde BHA (biitillenmis hidroksi-
anisol), BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG (propil gallat) ve TBHQ (t-
biitilhidrokinon) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir. Ancak sentetik
antioksidanlar ve olusturduklar1 yan firiinlerin cesitli hastaliklara yol acabilecegini
ortaya koyan g¢aligsmalarvardir (Yamazaki ve ark. 2007; Tepe ve ark. 2007). Bu nedenle
dogal kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni antioksidan
maddelerin bulunmasina yonelik ¢alismalar giderek 6nem kazanmis ve bu alanda

yapilan arastirmalar artmistir.

2.2.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarma gore birincil ve ikincil
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar. Bazi antioksidanlar ise birden fazla aktivite
mekanizmasi1 gosterirler ve bunlar ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandirilirlar

(Reische ve ark. 2002).
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2.2.1.1. Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kiric1 antioksidanlar) otooksidasyonun
baslangic asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri asamasini
yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R") olusturmak igin,
doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar (Reische ve
ark. 2002).

RH ———» R + H

Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen asamalarda peroksi radikali (ROO")

olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girer (Reische ve ark. 2002).
R + O —> ROO" + H°

Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek

hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar (Reische ve ark. 2002).

ROO" + RH —> ROOH + R°

Daha sonra bu lipit radikali bagka peroksi radikali olugturmak iizere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve bdylece

otooksidasyon devam eder (Reische ve ark. 2002).
R + Ohb — ROO" + H°

Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu

da reaksiyonun hizlanmasina neden olur (Reische ve ark. 2002).

ROOH —— > RO® + HO°
RO + RH ———» ROH + R’

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R) ve peroksi radikalleriyle (ROO")
reaksiyona girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan iiriinlere ¢evirirler. Birincil
antioksidanlar lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri ile
antioksidan radikaller meydana getirirler (A"). Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu yiizden

otooksidasyon reaksiyonunda olusan peroksi (ROO") ve oksi (RO") serbest radikalleri
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birincil antioksidanlar tarafindan giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle

dogrudan da etkilesebilirler (Reische ve ark. 2002).
ROO" + AH ——— > ROOH + A
RO + AH ——— > ROH + A
R+ AH ——— > RH + A

Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢ok az reaksiyona
girer. Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan
reaksiyon hizi azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak i¢in fenol halkasinin
cevresindeki ortaklanmamis elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali kararli
hale getirilir. Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile

sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler (Reische ve ark. 2002).
ROO* + A —> ROOA

RO+ A° ——» ROA
A+ A —> AA

Kat1 ve s1vi yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu géze carpar ve bu olusum
fenolik antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarina ugradigini
gosterir. Antioksidan dimerler, radikal olmayan sekillerinde ne kadar uzun siire
kalirlarsa otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasmni o kadar etkili sekilde

durdururlar (Reische ve ark. 2002).

Otooksidasyonun baglangicindan 6nce, antioksidanlarin tiiketildigi ve serbest
radikallerin olustugu indiiksiyon zamani1 olmalidir. Bu yilizden birincil antioksidanlar,
otooksidasyon basamaklart meydana gelmeden oksidasyonun indiiksiyon ve baslangic

asamalarinda ilave edilirlerse daha etkili olurlar (Reische ve ark. 2002).

Radikal gidermeye ilaveten birincil antioksidanlar, hidroperoksitleri hidroksi
bilesiklerine indirgeyebilirler. Bununla beraber birincil antioksidanlarin esas

antioksidatif mekanizmasi radikal gidermedir (Reische ve ark. 2002).

Birincil antioksidanlar, c¢esitli halka siibstitlisyonlarina sahip mono veya

polihidroksi fenollerdir. Fenoldeki hidroksil grubuna goére orto ve para konumuna
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elektron veren gruplarin siibstitlisyonundan olusan indiiktif etki bilesigin antioksidan
aktivitesini arttirir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu
arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore para konumunda etil veya
biitil gruplarin siibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik
engelleme nedeniyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmis alkil gruplarinin
varlig1 antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmis alkil gruplarinin
stibstitiisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini
arttirirlar ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar (Reische

ve ark. 2002).

Sentetik birincil antioksidanlara 6rnek olarak biitillenmis hidroksianisol,
biitillenmis hidroksitoluen, propil gallat ve t-biitil hidrokinon verilebilir (Sekil 2-1).
Tokoferoller ve karotenoitler dogal kaynakli birincil antioksidanlardir (Reische ve ark.

2002).

OH
OH
oH HO OH
C
OCH, R
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat
OH
OH CHs
¢-Biitil hidrokinon a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 2.1. Birincil Antioksidanlar
2.2.1.2. ikincil Antioksidanlar

Ikincil (tip-2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok cesitli reaksiyon
mekanizmalarina sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizim1 yavaslatirlar, fakat
serbest radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiirmezler. Ikincil antioksidanlar
prooksidan metallerle kelat yapabilirler ve onlart  deaktive edebilirler,

hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere pargalanmasini saglayabilirler, singlet
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oksijeni deaktive edebilirler, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar, genellikle birincil antioksidanlarin
aktivitesini arttirirlar. Sitrik asit, askorbik asit, askorbil palmitat, lesitin, tartarik asit,
EDTA ve p-karoten ikincil antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2-2) (Reische
ve ark. 2002).

Ikincil antioksidanlar en énemli etki mekanizmalarma gore baslica {ic gruba

ayrilabilirler (Reische ve ark. 2002) :

- Kelat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),

tartarik asit

- Oksijen Gidericiler ve indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil palmitat,

eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

- Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (5-Karoten, likopen ve lutein)

o 0
0 OH OH
OH 0 /
N
N HOMmm OH
HO
0 OH HO
0

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

NN NN

S-Karoten (A vitamini)
Sekil 2.2. ikincil Antioksidanlar

Antioksidanlar, enzimler (Katalaz, Glutatyon peroksidaz, Siiperoksit Dismutaz
(SOD), dogal kaynakli ve sentetik antioksidanlar olarak da siniflandirilabilirler
(Halliwell ve Gutteridge 1989).
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Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri  hidrojen  peroksidin

uzaklastirilmasinda gorev alirlar.

2H,0; —» 2H,0 + O, (Katalazin katalizledigi reaksiyon)

GSH+ H,0, —GSSG + 2H,0 (Glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyon)

SOD, dismutasyon reaksiyonunu katalizler ve siiperoksidin uzaklastirilmasini

saglar;

0" + 0, + 2H" > H,0, + O, (temel hal) Dismutasyon reaksiyonu

2.2.2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivitenin tayin edilmesi amaciyla kullanilan yontemlerden bazilari

sunlardir:

e CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi (Apak ve
ark. 2004).

e FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicli) yontemi (Benzie ve

Strain 1996).
e Folin Ciocalteu yotemi (Singleton ve ark. 1999).
e TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi (Wayner ve ark. 1985).
e Luminol yontemi (Whitehead ve ark.1992).
e DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi (Valkonen ve Kuusi 1997).
e Fikoeritrin (PE) esasli yontemler (Ghiselli ve ark. 1995).
e Krosin yontemi (Tubaro ve ark.1998).
e DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi (Blois 1958).
e ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi (Prior ve Cao 1999).
e TOSC (Toplam oksiradikal siipiirme kapasitesi) yontemi (Winston ve ark.1998).

e Siklik voltametri yontemi (Kohen ve ark. 1999).
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e f-Karoten renk acilim yontemi (Miller 1971).
e Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Liu ve ark. 1997).
e ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Re ve ark. 1999).

e Metal baglama yontemi (Dinis ve ark. 1994).

2.3. Alzheimer Hastahg:

Alman psikiyatrist Aloist Alzheimer tarafindan 1906 yilinda tanimlanmis olan
Alzheimer hastalifi (AH), yashlardaki primer dejeneratif demansin en sik goriilen
formudur. Demans, bilinci acik bir insanin gilinlik yasamini etkileyecek derecede
zihinsel ve sosyal uyum yeteneginin azalmasi durumudur (Karaman 2002). Alzheimer
hastaliginda en erken semptom, genellikle hafiza kaybinin progresyonudur. Baslangigta
bu hafiza kaybin1 yaghiliga bagl unutkanliktan ayirmak gii¢ olabilir. Ancak unutkanligi
olanlar bu durumun farkindadir ve giinliilk yasam aktiviteleri minimal diizeyde etkilenir
(Akalin 2003). Yeni bilgilerin hemen unutulmasi, yakin ge¢misi hatirlayamamak, buna
karsilik uzak ge¢misi ¢ok iyi hatirlamak onemli bir 6zelliktir. Alzheimer hastalarinda
konusma bozuklugu siktir, ctimle kurmakta zorlanirlar. Hastalik ilerledik¢e bellek
problemleri artar. Zamanla kisisel bakimlarini yapamaz hale gelirler, psikiyatrik
semptomlar baglar ve hasta yataga bagimli kalir (Akalin 2003; Payao ve ark. 1994,
Yamantirk 2000). Alzheimer hastaligi, beyindeki 6grenme ve hafiza ile alakali
bolimlerde kolinerjik ndronlarin  kaybiyla baglantili  olarak  ndrofibrillerin
diigiimlenmesi ve amiloitlerin olusumu olarak tanimlanir. Kolinerjik ¢ekirdek doku
bozulmasi, kolinerjik sinir iletimini azaltmaktadir. Ard arda gelen doku bozulmalari
artan toksisiteye bagl olarak hafiza kaybiyla sonuclanan geri doniisiimsiiz fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadir. Alzheimerli hastalarda beynin neokorteks ve
hippokampus gibi yiiksek mental fonksiyonlarindan sorumlu bdlgelerinde beyin
hiicreleri tlizerinde patolojik bir protein birikimi goriiliir. Bu protein birikimi S-amiloit

plaklardir.

2.3.1. Asetilkolinesteraz (AChE) ve Butirilkolinesteraz (BChE) Inhibitorleri

Normal erigkin beyninde AChE yaygin olarak bulunurken, BChE sinirh

miktarlarda bulunmaktadir (Appleyard 1992). Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tiim
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dokularda bulunurken, butirilkolinesteraz enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi,

karaciger ve plazmada bulunmaktadir (Hartman 2010).

Kolinesteraz inhibitorleri Alzheimer hastaligimin ilk ila¢ tedavisi olarak
Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (US Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
kanitlanmistir. Alzheimer hastalarindaki tedavi edici etkileri 6 ile 36 hafta arasindaki
tedavi stliresince incelenmis ve biligsel fonksiyonlarindaki artis gozlenmistir (Mohs ve
ark. 2001; Raskind ve ark. 2004). Kolinestereazlarin, hastalig1 engelleyici ve norolojik
olarak koruyucu etkisinden dolayi, hastaligin ilk safhalarinda da norotoksisiteyi ve
fonksiyonel komplikasyonlar1 engellemesi Alzheimer hastliginin tedavisinde umut

olmustur.

2.3.2. Kolinesteraz Inhibitérlerinin Alzheimer Hastaligindaki Mekanizmasi

Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinesteraz enziminin neden oldugu asetilkolin
sinir tastyicilarmin yikimini engeller. Alzheimerli hastalarin kolinerjik sinirlerinde
asetilkolin miktar1 azalir. Kolinerjik sinir hiicrelerinin kaybi bilissel olarak tehlike
yaratmaktadir. Asetilkolin enzimi beta-amiloit denilen plakalarin olusumunu destekler,
bu plakalar ise asetilkolinesteraz enziminin bozunumunu azaltir (Rees ve ark. 2003; Hu
ve ark. 2003). Amiloit, ¢esitli klinik bozukluklarda viicudun bir¢ok doku ve organlarinda

hiicreler arasinda depolanan anormal bir proteindir.

Bu protein dallanmayan fibrillerden yapilmistir ve beta kivrimli tabaka yapist
gosterir. B-Amiloit, 21. kromozomda kodlanan transmembran protein olan APP (Amiloit
Prekiirsor Protein)’nin sekretaz enzimiyle kesilmesi sonucu olusur. APP amiloit
diziliminde wvalin yerine izoldsin, glisin yerine fenilalanin degisiminden dolay1

mutasyona sebep olmakta bu da f-amiloit depolanmasinda etkili olmaktadir.

Bu enzimler a-sekretaz, B-sekretaz, y-sekretaz enzimleridir. Hastalikta a- ve -
sekretaz enzim akiviteleri arasindaki dengenin [-sekretaz enzim lehine gelismesi
noronal dejenerasyona sebep olmaktadir (Simon 2001). Rees ve Birmijoin,
asetilkolinesterazin B-amiloit ile direkt olarak etkilesebildiginden bu peptit ¢oziinen
plakalar i¢inde kiimelenme imkani bulur, buna uygun sekilde diizenlenen kolinestreaz
inhibitorleri hastaligin ilerlemesini inhibe ederek bulgusal yararlar sagladigini idda
etmektedirler (Standridge 2004). Birgok veriye dayanarak, bu aragtirmacilarin hipotezi;

asetilkolinesteraz inhibisyonunun amiloit baslatici proteini (APP) iireterek, sinir
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hiicrelerini koruyan bir siirecin baslamasini saglamaktir (Standridge 2004). Kisacasi
amiloitler beyin hiicreleri arasindaki haberlesmeyi onler ve beyin hiicrelerinin yavas

yavas 0lmesine neden olurlar (Auld ve ark. 2002).

Alzheimer hastalarinda B-amiloit iiretimi saglikli bir birey ile ayni olmakla
birlikte, B-amiloitlerin disar1 atilmasinda sorun yasanmaktadir. Normal olarak p-
amiloitler hiicrenin disina ¢iktig1 zaman erir, ancak bazen erimesi miimkiin olmayan ve
adma “fibril” denilen birikintiler olustururlar. Bu fibriller birbirine yapisarak plakalar
haline gelir. Her insan yaslandikca plaka iiretir. Gergek sorun, bu plakalarin
iltihaplanmas1 ile sonuglanan reaksiyonlar1 tetiklemesidir. Beyin, genel olarak,
enfeksiyonlarla miicadele ederken serbest radikal denilen toksik ajanlar iiretir. Iste bu
fibriller de benzer reaksiyonlara zemin hazirlar. Noronun kiiresel govdesi, akson denilen
ince uzantilarla kaplidir. Bunlar diger hiicrelerle baglanti kurmaya yarar. Adina
mikrotiip denilen i¢yapilarin ¢evresinde olusan uzantilar, dolagim sistemi olarak gorev
yapar, besinleri tagir ve kimyasal mesajlari iletir. Bu sistemi, adina tau denilen bir gesit
yapigskanli protein bir arada tutar. Tau molekiilleri, mikrotiiplerin kenarlarina sikica
yapisir. Alzheimer s6z konusu oldugunda, tau molekiilleri ayrilir ve kendiliginden
diigtimler olusturur. Bu durumda mikrotiipler pargalara ayrilir ve ndronlar oliir (Lanari

ve ark. 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stres, hiicre tahribatiyla
sonuglanan biyomolekiillerin oksitlenmesine neden olur (Piazzi ve ark. 2008). Toksik -
amiloitlerin yavas yavas birikimi, siirekli oksidatif stres ve benzeri olaylarla
birlestiginde noronlarda yapisal bozukluga neden olur. Bu siireg, fonksiyonel
aksakliklara, kavramsal ve davranigsal bozukluklara ve hatta Olime neden
olabilmektedir. Beyindeki B-amiloit birikimini hizlandiran patofizyolojik durumlar
Alzheimer riskini arttirmaktadir (Hartman 2010). Sonug¢ olarak, oksidatif stres
Alzheimer hastaligiin ilk adimlarindan biri olup, hastalikta patojenik bir rol oynama

durumuna sahiptir (Piazzi ve ark. 2008).

Beyinde noronlar arasinda veya bir noron ile bagka bir (tiir) hiicre arasinda
iletisimi saglayan kimyasallara “norotransmitter” denir. Sinir sistemi boyunca sinirsel
sinyaller bu kimyasal tasiyicilar yardimiyla iletilir. Alzheimer hastaliginda rol oynayan

iki ana norotransmitter vardir.
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Asetilkolin norotransmitter: Dokulardaki bilgiyi veya baska sinirlerdeki
bilgiyi tasiyan asetilkolin gorevini yaptiktan sonra asetilkolinesteraz isimli enzim
tarafindan parcalanir. Bir sonraki bilgi aktarimi i¢in yeniden asetilkolin tiretmek gerekir.
Asetilkolin, Alzheimer hastalarinda yeterince iiretilmemektedir. Asetilkolini parcalayan
asetilkolinesteraz enziminin frenlenmesi ile Alzheimer hastaliginin ilerlemeyecegi
diisiiniilmektedir (Orhan ve ark. 2007).

Glutamat: Sinir hiicrelerinde % 70 oraninda bulunur. Goérevi, dgrenme ve
hafizadir. Alzheimer hastalarinda glutamat ¢ok asir1 sekilde salgilanir ve bu durum sinir
hiicrelerinin tahrip olmasina sebep olur. Glutamat salgilanmasi frenlenirse sinir
hiicrelerinin 6liimiiniin yavaslayacagi ve Alzheimer hastasinin saglik durumunun

kotiilesmeyecegi diistiniilmektedir (Orhan ve ark. 2007).

Alzheimer hastaliginda kullanilan iki Oonemli tedavi secenegi ‘“kolinesteraz
inhibitorler” ve “N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir”. Kolinesteraz
inhibitorleri, bellek ve diisiince ile ilgili bir norotransmitter olan asetilkolinin
parcalanmasini  Onlemeye yardimci olurlar (Hartman 2010). NMDA reseptor
antagonistleri ise 6grenme ve bellek fonksiyonlari agisindan 6nem tastyan bir transmitter

olan glumat’1 diizenleyici etkiye sahiptir (Hartman 2010).

2.4. Bitkisel Metabolitler

Bilinen bir¢ok tibbi biyolojik aktivitenin sorumlusu tabiatta bulunan dogal
bitkilerdir. Sifali bitkiler, yeni ilaglar ve kisisel saglik {irtinlerinin ana kaynagmi
olusturmaktadir (Ivanova ve ark. 2005). Tibbi amacli kullanilan bitkilerin tarihgesi
muhtemelen insanlik tarihi kadar eskidir. Cesitli aktif fitobilesiklerin bu yesil
fabrikalardan ekstraksiyon ve karakterizasyonu, bazi yiiksek aktivite profili ilaglarin
dogumuna yol agmistir (Mandal ve ark. 2007). Artan miktardaki kanitlar, bitkilerde
bulunan sekonder metabolitlerin insan sagligi ve beslenmesi konusunda kritik bir rol

oynadigini gdsteriyor.

Bitkiler canli organizmalar olduklarindan, bu organizmanin yasamasi igin
gereken madde ve enerjiyi saglayan kimyasal reaksiyonlarin tamami metabolizmay1
olusturur. Bitkiler, genel olarak primer ve sekonder metabolitler olarak siniflandirilan
genis bir yelpazede organik bilesikler sentezlerler. Primer metabolitler, fotosentez,

solunum, biiyiime ve gelisme ile ilgili temel rolleri olan bilesiklerdir. Bu bilesiklere
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ornek olarak fitosteroller, acil lipitler, niikleotitler, aminoasitler, karbonhidratlar ve
proteinler verilebilir. Bazi bitkilerde sasirtici derecede yiiksek konsantrasyonlarda
birikebilen diger fitokimyasallar ise sekonder metabolitlerdir. Yapisal olarak pek cok
farkliliklar gosteren sekonder metabolitler kemotaksonomik ¢alismalarda tanisal
olabilecek sekilde bitki diinyasinda dagilim gosterirler (Croteau ve ark. 2000, Dewick
2002) Sekonder metabolitler, biyosentetik kokenleri dikkate alinirsa, fenolik bilesikler,
terpenoidler, azot iceren alkalotidler ve kiikiirt iceren bilesikler olarak dort ana gruba

ayrilirlar.

Cizelge 2.8. Fenolik bilesiklerin yapi iskeleti

c iskelet Siniflandirma Ornek
sayisl
7 Ces-Cy Fenolik asitler Gallik asit
8 Ce-C, Asetofenonlar Gallasetofenon
8 Cs-C» Fenilasetik asitler p-hidroksifenil-asetik asit
9 Cs-Cs Hidroksisinnamik asitler  p-kumarik asit
9 Cs-Cs Kumarinler Eskuletin
10 Cs-C4 Naftokinonlar Juglone
13 Cs-Ci- Cs Ksantonlar Mangiferin
14 Cs-C,- Cs Stilbenler Resveratrol
15 Cs-C5-Cs Flavonoidler Apigenin
18 (Cs-C3), Lignanlar Pinoresinol

2.4.1. Flavonoidler

Flavonoidler, ticlii karbon kopriisiiyle iki aromatik halkanin birlestigi polifenolik
bilesiklerdir. Bu bilesikler, bitki diinyasinda bulunan fenoliklerin en kalabalik
siifidirlar (Harborne 1993). “Flavonoid” terimi genellikle 15 karbon atomu bulunan,
C6-C3-C6 karbon iskeletini (Sekil 2.3) iceren genis bir dogal iirin smifin1 veya

ozellikle de fenilbenzopiran iskeletine sahip bilesikleri tanimlamada kullanilir.

Benzopiran Sinnamoil

Sekil 2.3. Flavonoidlerin benzopiran
(A-C) ve sinnamoil halkasi
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Havon

o o

/ izoflavon

Flavonol
Temel flavonoid iskeleti
| - l o | O —
.
= = = = i
| | "OH
o -
OH e | e Flavan-3-ol
Antosiyanidin i,
O
Flavanon

Sekil 2.4. Major flavonoidlerin genel iskelet yapilar1

Flavon, flavonol, flavon-3-ol, izoflavon, flavonon ve antosiyanidin gruplari
(Sekil 2.4) flavonoidlerin ana alt siniflarini olusturur. Bunlarin yanisira, bitkilerde
nispeten ¢ok daha az bulunan dihidroflavonol, flavan-3,4-diol, kumarin, kalkon,

dihidrokalkon ve auron gruplari (Sekil 2.5) minér bilesenlerdir.

46



Mustafa Abdullah YILMAZ

OH

(l)l
Dihydrolavonol Flavan-3,4-diol Coumarin

I I

(@]
Kalkon Dihidrokalkon

Sekil 2.5. Minér flavonoidlerin yapilar:

Temel flavonoid iskeleti bir¢ok bagli gruba sahip olabilir. Hidroksil gruplari
genellikle 4', 5 ve 7 pozisyonlarina baglanirlar. Flavonoidler, bitkilerde ¢ogu zaman
glikozitli yapilariyla bulunurlar. Flavonoidlere bagli seker ve hidroksil gruplart bu

bilesiklerin sudaki ¢oziiniirliiklerini artirirlar.

2.4.1.1. Flavonoller

Bitki diinyasinin tamamina dagilmis olan (mantarlar ve algler hari¢) flavonoller,
tartismasiz olarak flavonoidlerin en yayginlaridir. Flavonollerin yapisal varyasyonlari
ve dagilimi oldukga fazladir. Myricetin, kersetin, isorhamnetin ve kaempferol en sik
rastlanan flavonol aglikonlar1 olup (Sekil 2.6) genellikle O-glikozitleri seklinde
bulunurlar. Ayrica azaleatin, fisetin, galangin, rhamnetin, gossypetin, kaempferide,
morin, natsudaidain, pachypodol ve rhamnazin gibi nadir aglikonlarda vardir.
Konjugasyon siklikla C halkasinin 3 pozisyonunda meydana gelir ancak yer
degistirmeler karbon halkasinin 5, 7, 4', 3' ve 5' pozisyonlarinda goriilebilirler. Aglikon
sayilar1 smurli olmasma ragmen, sadece kaempferoliin 200'den fazla farkli seker

konjugasyonu vardir (Strack ve Wray 1992).
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oH ©O

Kaempferol

Myricetin

Isorhamnetin
Sekil 2.6. Flavonol aglikonlari: Kaempferol, kersetin, isorhamnetin, myricetin.

2.4.1.2. Flavonlar

Flavon bilesikleri yapisal olarak flavonollere ¢ok benzerler. Luteolin ve apigenin
gibi flavonlarm A ve C halka siibstitiisyonlarina sahip olmasma karsin, C3
pozisyonunda hidroksil eksikligi vardir (Sekil 2.7). Ayrica, flavonlar hidroksilasyon,
metilasyon, O- ve C- alkilasyonu ve glikozilasyon gibi birgok siibstitiisyon yapabilirler.
Buna ek olarak bazi tiirlerde nobiletin ve tangeretin gibi polimetoksillenmis flavonlar da

bulunmustur (Gaitan ve ark. 1989).

Nobiletin Tangeretin

Sekil 2.7. Apigenin ve luteolin flavonlari ile polimetoksillenmis nobiletin ve tangeretin
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2.4.1.3. Flavan-3-oller

Cay, kakao ve iiziim gibi bitkilerde oldukca fazla bulunan flavan-3-ol bilesikleri
antioksidan, antikarsinojen, kalp ve sinir koruyucu, antimikrobiyal ve antiviral etki gibi
birgok saglik faydalarinin oldugu belirlenmistir. (-)-Epikatesin, (+)-katesin, (+)-
gallokatesin, (-)-epigallokatesin, (-)-epigallokatesin gallat ve (-)-epikatesin gallat (Sekil
2.8) en yaygin flavan-3-ol monomer bilesikleridir. Flavan-3-oller, basit monomerler
olan (+)-katesin ve izomeri (-)-epikatesinden baslayarak oligomerik ve polimerik
proantosiyanidinlere (yagunlastirilmis tanenler olarak da bilinirler) kadar c¢esitlilik
gosteren flavonoidler icindeki en karmasik alt siiftirlar. Diizlemsel molekiiller olan
flavonlar, flavonollar ve antosiyanidinlerin aksine, flavan-3-oller, proantosiyanidinler ve
flavanonlar heterosiklik C- halkasinda doygun C3 elementini i¢erdiginden diizlemsel
degildir (Clifford 1986).

OH HO OH
OH OH OH
HO O % HO O o HO Ok on
* * R
"o OH OH
OH OH OH
(-)-Epicatechin (+)-Catechin (+)-Gallocatechin
HO HO OH
OH OH OH
HO Oux o HO Ok - HO O
; OH
’:/,/ N O o
OH OH N0 OH =
OH
HO OH HO OH
OH OH
(-)-Epigallocatechin (-)-Epigallocatechin gallate (-)-Epicatechin gallate

* Stereomerkez

Sekil 2.8. Flavan-3-ol molekiil yapilarindan bazilart

2.4.1.4. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler, temelde konjuge tiirevleri olan antosiyaninler gibi bitki

diinyasinda genis bir dagilim gosterirler. Ozellikle bitkilerin meyve ve c¢icek
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dokularinda kirmizi, mavi ve mor renklerin sorumlusu olarak bulunurlar. Ayrica,
bitkilerin yaprak, kok, tohum ve koklerinde de bulunurlar. Antosiyanidinler, yaprak
mezofil hiicrelerini golgeleyerek bitkileri asir1 1siktan koruduklari gibi, polenleyici
bocekleri gekmek gibi 6nemli bir gorevleri de vardir. Pelargonidin, siyanidin, delfinidin,
peonidin, petunidin ve malvidin (Sekil 2.9) en yaygin antosiyanidinlerdir. Bu bilesikler
bitki dokusunda antosiyanin olarak bilinen seker konjligeleri olarak bulunurlar.
Antosiyaninler ayrica, hidroksisinnamatlar ve malik asit ve asetik asit gibi organik
asitlerle de konjiige yapilar olustururlar. Konjiigasyon siklikla C3 karbonunda (Sekil
2.10) gerceklesir ancak 3,5,7,3' ve 5' nolu karbonlarda da gergeklesebilir (Oliveira

2010).

Antosiyanidin | Ry R, M.A.
Pelargonidin | H H 271
Siyanidin OH H 287
Delfinidin OH OH 303
Peonidin OCH; | H 301
Petunidin OCH; | OH 317
Malvidin OCH; | OCH; | 331

Sekil 2.9. Genel antosiyanidin yapilari

(M.A.: Molekiil Agirligr)
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OCH, OCH

OH OH
of HO o
N OCH, N OCHj
_— =
@y
HO

Malvidin-3-0-glukosit Malvidin-3,5-di-O-glukosit

OCH
OCH3

OH
+
o HO
RN OCH,
°x OCH
=
/

—O

‘ %/

Malvidin-3-0-(6"-O-p-asetil) glukosit Malvidin-3-0-(6"-O-p-kumaril) glukosit

HO

Sekil 2.10. Farkl tiplerde malvidin-3-O-glikozit konjuge yapilari
2.4.1.5. Flavanonlar

Flavanonlar, bagta Compositae, Leguminosae ve Rutaceae olmak iizere yaklasik
42 bitki ailesinde bulunurlar. Bitkinin tiiriine gore toprak alt1 ve toprak iistii olmak iizere
biitiin kisimlarda bulunabilirler. Flavanonlar arasinda naringenin, hesperetin ve
glikozitleri (Sekil 2.11) siklikla bitkilerde karsilasilan 6nemli bilesiklerdir (Iwashina
2000).
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Sekerler
(o]
HaC ° HO °
HO HO SN
HO OH OH CHs
Rutinosit

6-0-a-L-ramnozil-D-glikozit

HO “CHg

Neohesperidoz
2-0-a-L-ramnozil-D-glikozit

Sekil 2.11. Baz1 yaygin flavanon aglikonlar1 ve glikozitleri

2.4.1.6. izoflavonlar

izoflavonlarin karakteristik 6zelligi B halkalarmin C2 karbonundan ziyade C3
karbonuna bagli olmasidir. Bu flavonoidler baklagiller familyasinda 6zellikle de soya
fasiilyesinde oldukga fazla bulunur. Onemli izoflavonoidlerden olan genistein, daidzein
ve coumestrol (Sekil 2.12) fitodstrojenler olarak adlandirilir ¢iinkii otlayan hayvanlarin
tiremesini olumsuz bir sekilde etkilerler. Bu yiizden otlayan hayvanlarin baklagil
yemlerinden uzak durmasi saglanmalidir. Ayrica izoflavonlarin antitimoér, anti-

menapozal osteoporoz ve anti-aging gibi sayisiz fizyolojik ozelliklere sahip olduklar

Ry

Aglikonlar

O ‘

OH (¢]

Naringenin (R1=0H)

Ry

OH (¢]

Hesperetin (R1=0H)

l O *
|

OH (¢]

Eriodiktiyol (R1=0H)

R

1

7
|
o

OH

OCHg

OCHg

izosakuranetin (R1=0H)

* = Stereomerkez

belirlenmistir (Zhang 2012; Boucher 2013).

Glikozitler

Narirutin
R1 = rutinosit

Naringin
R1 = neohesperidosit
Hesperidin

R1 = rutinosit

Neohesperidin
R1 = neohesperidosit

Eriocitrin
R1 = rutinosit

Neoeriocitrin
R1 = neohesperidosit

Didymin (Neoponcirin)
R1 = rutinosit

poncirin
R1 = neohesperidosit
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Daidzein Genistein Kumestrol

Sekil 2.12. Onemli izoflavonoidler olan daidzein, genistein ve kumestrol

2.4.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler bitki diinyasinin ana fenolik siniflarindan biri olup genel olarak

hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.

2.4.2.1. Hidroksibenzoik asitler

Hidroksibenzoik asitler C6-C1 genel iskelet yapisinda sahip olup dogrudan
benzoik asitten tliremislerdir. Hidroksibenzoik asit tiirevi olan bilesikler aromatik
halkanin hidroksillenme ve metillenmesi ile farklilik gdsterirler. salisilik, syringic,
vanilik, gallik, p-hidroksibenzoik, protokatesik, gentisik ve ellagic asitler (Sekil 2.13)
bitkilerde en ¢ok bulunan hidroksibenzoik asitlerdir (Yang ve ark. 2001).

O OH
3
R4
R3 Ry
Ro
Bilesik R, R, |R; Ry
Ellagic asit

P-hidroksibenzoik asit (H OH (H H
Salisilik asit H H |H CH
Protokatesik asit OH OH |H H
Gentisik asit OH H |[H CH
Vanilik asit OCH; [OH |H H
Gallik asit CH CH |OH H
Syringic asit OCH; [(OH |OCH; |H

Sekil 2.13. Dogada en ¢gok bulunan hidroksibenzoik asitler
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2.4.2.2. Hidroksisinnamik asitler

C6-C3 iskelet yapisina sahip olan hidroksisinnamik asitler bitkilerde esterler ve
glikozitler gibi birgok konjiige formda bulunurlar. Sinnamik asitler, fenil-propanoidler,
kumarinler, lignanlar, izoflavonoidler, stilbenler, auronlar, antosiyanidinler,
spermidinler ve tanenlerin iiretildigi biyosentetik yolda fretilirler (Vogt 2010). Bu
sekonder metabolitler, bitkilerin biiylimesi, gelisimi, tiremesi ve hastaliklara karsi
direncinde anahtar bir fizyolojik rol oynarlar (Ververidis ve ark. 2007; Solecka 1997).
Hidroksisinnamik asit tiirevleri arasinda p-kumarik, ferulik, kafeik, sinapik ve

klorojenik asitler (Sekil 2.14) dogada en yaygin olanlaridir.

o) R,
R; = Ro ; . OH
R OH
3 OH
Ry
Klorojenik asit
Bilesik R, R, R; R,
Sinnamik asit H H H H
o-kumarik asit OH H H H
m-kumarik asit H OH H H
p-kumarik asit H H OH [H
Kafeik asit H OH OH |H
Ferulik asit H OCH3 |OH H
Sinapik asit H OCH3 OH OCH,

Sekil 2.14. Dogada en ¢ok bulunan hidroksisinnamik asitler

2.4.3. Stilbenler

C6-C2-C6 yapisinda sahip olan stilben ailesinin liyeleri de flavonoidler gibi
polifenolik bilesiklerdir. Stilbenler, bitkiler tarafindan mantar, bakteri ve viral
patojenlerin saldirisina karsi iretilen fitoaleksinlerdir. En 6nemli ve yaygin stilben
reveratroldiir. Cis ve trans izomerleri halinde bulunabilen resveratrol (Sekil 2.15), bitki
dokusunda genellikle piseid ve polidatin olarak da bilinen trans-resveratrol-3-O-glikozit
formunda bulunur (Kimura ve ark. 1985).
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OH HO
® P
X
OH

OH OH

trans- Resveratrol cis- Resveratrol

HO X
HO OH
OH O

OH

HO o
HO%O X
HO OH
OH

trans- Resveratrol-3-O-glikozit cis- Resveratrol-3-O-glikozit

Sekil 2.15. Stilbenlerin yapilari: trans- ve cis- resveratrol ile glikozitleri

2.4.4. Alkaloidler

Alkaloidler, molekiillerinde sekonder, tersiyer ve kuarterner azot atomlari igeren
farmakolojik olarak aktif bitkisel sekonder metabolitlerdir. Bitkilerin yiizde 20'sinde
bulunurlar ve otgullar ile patojenlere karsi savunmada kullanilirlar. Alkaloidlerin
insanlar tarafindan zehir olarak veya ilag olarak kullanimi 3000 yil oncesine kadar
dayanir. Afyon (Papaver) bitkisinden elde edilen alkaloidler (morfin, kodein, ...)
tanimlanan ilk farmakolojik olarak aktif azot igeren bazik bilesiklerdir. Buna ek olarak,
kodein ve morfinin yaninda atropin, kafein, kinin ve sanguinarin (Sekil 2.16) gibi
bitkisel kaynakli alkaloidler modern tipta kullanilmaktadir (Hartmann 1991, Kutchen
1995).
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H4CO

)

/
/

:  CH,OH
OOCCH

/E\N—CHS

Kodein Morfin Atropin ©

§

H,C=—CH
\\\H
L ‘
H;C
PP
07 N N
I
Kafein Kinin Sanguinarin

Sekil 2.16. Onemli baz1 bitkisel alkaloidlerin molekiil yapilar:
2.4.5. Fenolik Bilesiklerin Biyosentezi

Flavonoidlerin, stilbenlerin ve fenolik asitlerin biyosentezi temel olarak sikimat,
fenilpropanoid ve flavonoid yollarina (Sekil 2.17 ve Sekil 2.18) dayanan karmasik bir
ag1 icerir (Crozier ve ark. 2006).

Gallik asit temel olarak sikimik asit yoluyla 3-dehidrosikimik asitten (Sekil 2.17)
olusur. Mese yapraklarindan elde edilen ekstreler {izerinde yapilan enzim c¢alismalari
gostermistir ki, gallik asit p-glukogalline doniistiriiliir. B-glukogallin ise bir¢ok
galloilasyon basamaklarindan sonra penta-O-galloil-glikoza doniistiiriiliir. Onemli bir
ara Urin olan penta-O-galloil-glikozdan gallotanninler, ellagitanninler ve

hidrolizlenebilen tanenler sentezlenir.

Fotosentez iriinlerinin  kaderi 3-dehidrosikimik asidin L-fenilalanin® ¢
dontismesiyle fenilpropanoid yoluna girer (Sekil 2.17). Fenilalanin amonyum-liyaz bu
ana biyolojik yolda ilk basamagi katalize ederek L-fenilalanin’i sinnamik aside

donistiiriir. Sinnamik asit ise sinnamat-4-hidroksilazin katalizlemesi ile p-kumarik aside
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dontistir. p-Kumarik asit de p-kumarat: CoA ligaz ile p-kumaroil-CoA’ya metabolize
olur. Sinnaik asit ayica benzoik ve salisilik asitlere metabolize olurken, p-kumarik asit
de bir dizi hidroksilasyon ve metilasyon reaksiyonlari sonucu kafeik, ferulik, 5-
hidroksiferulik ve sinapik asitlere doniisiir. Sinapik ve ferulik asitler, ligninlerin 6ncii
(precursor) molekiilleridir (Hoffman ve ark. 2004). p-Kumaroil-CoA, ayrica flavonoid

ve stilbenlerin biyosentezi i¢in de dnemli bir ara iiriindiir.

Cs-C3-Cs flavonoid yapist (Sekil 2.3) iki farkli biyosentez yolunun iirliniidiir
(Sekil 2.16). Koprii ve aromatik B halkast p-kumaril-CoA’dan sentezlenen bir
fenilpropanoid birimi igerir. A halkasinin alt1 karbonu malonik asit yoluyla ii¢ asetat
biriminin kondenzasyonu ile olusur (Sekil 2.3). Bu iki parcanin kaynagmasi p-kumaril-
CoA ile ti¢ malonil CoA pargasinin (herbiri kalkon sintaz (CHS) 1n katalizledigi bir
reaksiyonda ikiser C atomu verir) kademeli kondenzasyonunu igerir. Bu reaksiyonun
{irinii naringenin kalkon’dur. izoliquiritigenin olusumu NADPH-bagli bir enzim olan

ve CHS ile etkilesen kalkon rediiktaz ile katalize edilir (Sekil 2.18).

Flavonoid biyosentez yolunda bir sonraki basamak, kalkon izomeraz (CHI)
katalizorliigiinde naringenin-kalkon’un naringenin’e stercospesifik dontistimiidiir.
Bakliyatta CHI, izoliquiritigenin’nin liquiritigenin’e doniisimiinii de katalize eder
(Forkmann ve Heller 1999). Substrat molekiiliindeki molekiil i¢i hidrojen bagindan
dolay1, naringenin-kalkon’un naringenin’e izomerizasyonu, izoliquiritigenin’nin
liquiritigenin’e izomerizasyonundan daha hizlidir. Flavonoid biyosentetik yolunda
naringenin merkezi bir ara iirin olup, bu noktadan sonra bu ana yol; izoflavonlar,
flavononlar, flavonollar, flavan-3-oller ve antosiyanidinler gibi farkli flavonoid

smiflarinin tiretimini doguran ara yollara ayrilir.
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 oglan e

HO OH

““‘ti

Gallotanninler

; HO i OH
H
D - o —— OH - M
ellagitanninler
COOH oH 070 HOY TR OH {Hidrolizlenebilen Tanenler)
z & OH HO ©OH
Gallik asit £ " ;
P -glukagallin Penta-0-galloyl-glikoz
A oCH,
+ oH
DCH,
?Ha HOOG Sinapik asit
"O*Q’ S f@ g
s HOOC™ " NH, ocH,
3-dihidro- oH
shikimik asit L-fenilalanin
H PAL
' BAzH OH
( H . ) iy
Karbonhidratlar — m i Dm HOOC”  S-hidroksiferulik asit
2 HOOC HODE
+ Sinnamik asit F5H
1 Benzoik asit Slisilik asit
‘-; l OCH;
OH H o]
O Asetil-CoA o comr Jﬁ‘j
=
ACoALC
& HOOC p-Kumarlk asit HOOC
b A‘]rsh':;:un” Cof Kafeik asit Ferulik asit

4CL
x3 OH

o p-Kumaroyl-Cod

\\ (KE:{ 5-O-p-Kumaroylguinik asit
-DH OH OH
C3H
0

0 5-0-Kafeoylguinik asit
HOOC. OH
OH OH

Flavonoidler
Stilbenler

Sekil 2.17. Hidrolizlenebilen tanenler, hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamatlar ve 5-kafeoylkinik
asidin biyosentezindeki ana biyolojik yollar ve anahtar enzimlerin semasi. Enzim kisaltmalari: PAL,
fenilalanin amonyum liyaz; BA2H, benzoik asit-2-hidroksilaz; C4H, sinnamat-4-hidroksilaz;COMT-1,
kafeik/5-hidroksiferulik asit O-metiltransferaz; 4CL, p-kumarat:CoA ligaz; F5H, ferulat-5-hidroksilaz;
GT, galloyltransferaz; ACoAC, asetilCoA karboksilaz (Crozier ve ark. 2006).
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Sekil 2.18. Stilbenler ve flavonoidlerin biyosentezindeki ana biyolojik yollar ve anahtar
enzimlerin semasi. Enzim kisaltmalari: SS, stilben sintaz; CHS, kalkon sintaz; CHR, kalkon
rediiktaz; CHI, kalkon izomeraz; IFS, izoflavon sintaz; FNS, flavon sintaz; FLS, flavonol sintaz;
DFR, dihidroflavonol 4-rediiktaz; ANS, antosiyanidin 4-rediiktaz; F3H, flavanone 3-hidroksilaz;
F3'H, flavonol 3'-hidroksilaz; LAR, leukosiyanidin 4-rediiktaz; LDOX, leukosiyanidin
deoksijenaz; ANR, antosiyanidin rediiktaz; EU, uzatma birimleri; TU, terminal birim (Crozier ve
ark. 2006).
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2.4.6. Terpenler

Terpenler, bir diger adiyla izoprenoidler, en ¢ok farklilik gosteren bitkisel
metabolitler olup bitkilerde olduk¢a yaygindir. Terpen bilesikleri, bitki dokularinda
cogunlukla serbest halde, glikozitli yapida, organik esterleri halinde veya proteinlerle
birlesmis olarak bulunurlar (Sénmez 1995). izopren molekiiliiniin kondensasyonu ile
terpen bilesikleri olusur. Sekil 2.19, izoprenoid molekiiliiniin yapisin1 ve karbon

sayisina gore terpenlerin smiflandirilmasini gostermektedir.

CH»

/ n Ad Bulunusu
10 |Monoterpen Ucgucu yaglar
15 |Seskiterpen Ugucu yaglar, recineler
20 |Diterpen Recineler, aci maddeler

\ 25 |Sesterterpen Recineler, aci maddeler

HsC CH, 30 |Triterpen Regineler, act maddeler
40 |Tetraterpen Yegil dokular, kbkler, meyveler
izopren Molekiilia 100- |Politerpen Latekder, koKer
{C,H,)

Sekil 2.19 izoprenoid molekiiliiniin yapisi ve karbon sayisina gore terpenlerin siniflandiriimasi

2.4.6.1. Terpenlerin Biyosentezi

Terpenlerin ana iskeleti bes karbonlu izopren birimlerinden olusur. Yapisinda izopren
birimi bulunan bilesiklere izoprene benzeyen anlamina gelen izoprenoit ismi verilmistir.
IPP (izopentil pirofosfat) and DMAPP (dimetilallil pirofosfat) bir¢ok terpen sinifinin
biyosentezinde temel taslardir. Izopentil pirofosfat izomeraz enzimi, bir metal iyonu
varhiginda IPP ve DMAPP arasindaki reaksiyonu katalize ederek geranilpirofosfat
(GPP), farnesilpirofosfat (FPP), geranilgeranilpirofosfat (GGPP) ve skualen olusturur.
Terpenlerin biyosentezine ait basit sematik bir gosterim Sekil 2.20'de verilmistir
(Dewick 2009).
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CH, HsC._  CHs

H;C
W\CHg
OH CH
O \ | 2 / OH
1-Deoksi-D-ksiloz 5-P )\/\
HaC OPP

COOH

mevalonik asit
(pirtivik asitten)
izopentil pirofosfat (IPP)
izopentil
pirofosfat
izomeraz

Dimetilallil pirofosfat (DMAPP)

— .\

Monoterpenler Seskiterpenler Diterpenler Triterpenler
CHy CHg
CH,
CH
‘ 3 Ho
HyC CH, H,C CHjy

Myrcene Cadinene Giberellic asit Progesteron

Sekil 2.20. Terpenlerin biyosentezine genel bir yaklagim semast

Terpenleri fiziksel 6zelliklerine gore iki sinifa ayirabiliriz:

1. Ucgucu Terpenler: Ugucu yaglar olarak da bilinen ve su buhariyla
stiriiklenebilen kii¢iik molekiillii terpenlerdir.
2. Ugucu Olmayan Terpenler: Daha biiyiik molekiillere sahip olan bu terpenler

bazi1 seskiterpenler, diterpenler, sesterterpenler, triterpenler ve

2.4.6.2. Monoterpenler

Monoterpenler 10 karbonlu olup bitki aleminde yaygin olarak bulunan ugucu
bilesiklerdir. Parfiim ve gida maddelerinde koku verici olarak kullanilan monoterpenler
antifungal, antibakteriyal, antioksidan ve antikanser etkilere sahiptirler. Monoterpenler
tagidiklar1 ana iskelete gore smiflandirilirlar, dogada ¢ok bulunan bazi monoterpen

iskeletleri Sekil 2.21'de gosterilmistir (Devon ve Scott 1972).
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CHj CH,
CHj [ %ﬂ
H,C CH, H3C CHjy
Lineer Tuyan
CHj
HiC CHj ‘
Okarvan Pinan
CHj
CH, CH; CHs
CHj
NH
H,C CH, H5C
Seko-Iridoit Gentiana Alkoloit

CHj
H3C CHy H5C CH,
Tropon Mentan
CH,
CHj3
H3C CH,
Iridoit
CHy
CHy
CHy
HsC CHj
H3C CHjy
Karan Siklositral

Sekil 2.21.Dogadaki major monoterpen iskeletleri

Monoterpenleri baslica 3 grup altinda toplayabiliriz:

CHj

CHj

Fenkan

CHj

Kamfan

CHj

CH,
H5C CHj

Plumierides

e Asiklik monoterpenler: Diiz zincirli olup ¢ift bag tasiyabilirler. Asimetrik karbon

atomlaribulundurduklarindan optik¢e aktiftirler. Hidrokarbon olanlarina mirsen,

alkol grubu tasiyanlarina mirsenol, aldehit grubu tasiyanlarina geranial, asit grubu

tastyanlarina sitronellik asit ve ester grubu tasiyanlarina neril asetat drnek olarak

verilebilir (Sekil 2.22).
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| | COOCH o~

|
| | I
OH

Mirsen Mirsenol Gerenial Sitronellik asit Neril asetat

Sekil 2.22.Asiklik monoterpenler

e Monosiklik monoterpenler: Cift bag ve bir halka bulundururlar. Hidrokarbon
olanlarma limonen, alkol grubu tasiyanlarina terpinen—4—ol, aldehit grubu
tasiyanlarina peril aldehit, keton grubu tasiyanlarina pulegon, ester grubu

tasiyanlarina karvil asetat 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.23).

CHO
O\H/CH3
X0 O
OH ||
= = SN =

Limonene  Terpinen-4-ol  Peril Aldehit Pulegon Karvil asetat

Sekil 2.23.Monosiklik monoterpenler
e Bisiklik monoterpenler: iki halka ve ¢ift bag tasirlar. Hidrokarbonlarina S-pinen,

alkol grubu tastyanlarina verbenol, aldehit grubu tasiyanlarina mirtenal, keton grubu

tasiyanlarina kamfor, ester grubu tasiyanlarina bornil asetat 6rnek olarak verilebilir

(Sekil 2.24).
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CH, CH, Oy " CH, CH,
| o OCOCH 4
HaC CHg
@CHS CHz  pc e )
CHs HO CHjy H3C
Beta-pinen Verbenol Mirtenal Kamfor Bornil asetat

Sekil 2.24.Bisiklik monoterpenler

e Trisiklik monoterpenler: Uglii halka tasirlar, palasonin ve kantaridin rnek olarak

verilebilir (Sekil 2.25).

()

Palasonin Kantaridin

Sekil 2.25.Trisiklik monoterpenler

e Monoterpen glikozitlere 6rnek olarak harpagit ve nerol glikoz verilebilir (Sekil

2.26).

X

CH,0—Glu

OGlu

Harpagit Nerol Glikoz

Sekil 2.26. Monoterpen glikozitler
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2.4.6.3. Diterpenler

Dort tane izopren molekiiliinden olusan, ¢esitli farmakolojik etkilere sahip olan
diterpenler 20 karbonlu olup bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bilesiklerdir.
Diterpenler tagidiklar: ana iskelete gore siniflandirilirlar. Dogada en ¢ok bulunan bazi

diterpen iskeletleri Sekil 2.27°de gosterilmistir.

CHs CHs CH
CHg CHy 8
HsC  CH, H,C~ CHg HsC  CHj
Abeitan Labdan Rozan
CH
CHg 3 CH,
CH, CH, CHs
HsC CHg HsC CHj HC  CHg
Pimaran Stakan Kauran
OH CHg
CHj s
CHj
HsC CHs HsC' CH,
Totarol Trakiloban
@ 6;
CHj CH,

Akonitin tipi alkoloit Atisan tipi alkaloit

Sekil 2.27.Dogada yayginbulunan diterpen iskeletleri
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Cesitli biyolojik aktiviteye sahip olan diterpenlerin oksijenli tiirevleri kimyasal

yapilarina gore su sekilde gruplandirilabilir:

Asiklik diterpenler: Dogada nadir olarak bulun bu bilesiklere geranilgeraniol, 1,3-

cis-fitadien ve fitol 6rnek olarak verilebilir(Devon ve Scott 1972).

Monosiklik diterpenler: En ¢ok bilinenlerden biri A; vitaminidir (Retinol) (Sekil
2.28). Retinol bitkilerde bulunmaz, omurgali hayvan organizmasinda karotenoitlerin
ikiye boliinmesi ile olusan bir bilesiktir. Pinus albicaulis oleoresininin igeriginde
bulunan cembren ve tiitiinde bulunan 4,8,13-duvatrien1-1,3-diol monosiklik

diterpenlere 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.28) (Geissman ve Crout 1969).
Bisiklik diterpenlere manool ve sclareol 6rnek olarak verilebilir (Sekil 2.55).

Trisiklik diterpenlere karnosik asit 6rnek verilebilir (Sekil 2.29) (Geissman ve Crout
1969).

Tetrasiklik diterpenlere stachen ve beyerol ornek olarak verilebilir (Sekil 2.29)
(Geissman ve Crout 1969).

Pentasiklik diterpenlere 6rnek olarak trakiloban (Sekil 2.29) verilebilir (Geissman
ve Crout 1969).

Vitamin A, (Retinol)

CH,
H,C = CH,
=
CH; CHs
Cembren A 4,8,13-duvatrien-1,3-diol

Sekil 2.28. Monosiklik diterpenler

66



Mustafa Abdullah YILMAZ

Stachen Beyerol Trakiloban

Sekil 2.29.Bisiklik, trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik diterpenler

e Lakton ya da furan halkasi igeren diterpenlere 6rnek olarak hardwickiic asit ve

picrosalvin verilebilir (Sekil 2.30) (Geissman ve Crout 1969).

COOH

Hardwickiic asit Picrosalvin

Sekil 2.30. Lakton ya da Furan Halkas1 Iceren Diterpenler
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e Aromatik (inuroyleanol) ve Kkinoit (7-okso-royleanon-12-metil eter) yapidaki

diterpenlere 6rnekler Sekil 2.31°de verilmistir (Kabouche ve ark. 2007).

OCH;

OCH;

Inuroyleanol

Sekil 2.31.Aromatik ve kinoit yapidaki diterpenler

7-Okso-royleanon-12-metil eter

o Bitkilerde diterpenlerin oksijenli tiirevlerinin yaninda yan zincirde ya da halka

icinde azot atomu ihtiva eden ve “Diterpen Alkaloitler” olarak bilinen 19 ya da 20

karbonlu bilesikler bulunmaktadir. Sekil 2.32’de diterpen alkaloitlere 6rnek verildi

(Kolak ve ark. 2006).

OCH,
-ulllllOH
k/N _________
: 0
g OH
o)
cC=0
H
N—C—O0CH;
Linearilobin

Sekil 2.32. Diterpen Alkaloitler
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2.4.6.4. Triterpenler

Triterpenler alt1 izopren biriminden olugsmus olup 30 karbonlu halkali yapiya
sahiptirler. Bitkilerde serbest halde veya triterpenik saponinler olarak adlandirilan
glikozitleri halinde bulunabilirler. Serbest triterpenler, asit, alkol, aldehit, keton, epoksi
ve lakton gruplarindan bir ya da birkagin1 ayni molekiilde tasiyabilirler. Dogal
triterpenik bilesiklerin iskelet yapilart Sekil 2.33'de verilmistir. Bu bilesiklerin
tasidiklar1 halka sayisi ve fonksiyonel gruplar da isimlendirilmelerinde etkendir.
Triterpen bilesikleri tasidiklar: halka sayilarina gore trisiklik, tetrasiklik ve pentasiklik
olarak tlic grupta toplanmaktadirlar. Hic siibstitiient tasimayanlarina ise triterpen

hidrokarbonlar denir.

Ambran (Trisiklik) Lanostan (Tetrasiklik) Ursan (Pentasiklik)

Olean Fridelan Tarakseran

Lupan Hopan

Sekil 2.33. Triterpen iskeletleri
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2.5. Bitkilerin Sekonder Metabolitlerinin Belirlenmesinde Kullanilan

Onemli Analitik Teknikler

Insanlik tarihi boyunca, bitkisel dogal iiriinler arastirilmis ve sayisiz hastaligin
tedavisinde kullanilmiglardir. Bu baglamda en iiretken kaynaklar olan tibbi bitkiler, ilag
kesfi i¢in hedef bilesikler bulmak iizere taranacak yiizlerce molekiil igerirler
(McChesney ve ark. 2007; Huang ve ark. 2004). Genellikle, bir bitki yiizlerce kimyasal
bilesen i¢ermesine karsin sadece birkag bileseni biyoaktif olur (Li ve ark. 2011). Bu
yiizden, klinik aragtirmalarinnin giivenilirlik ve tekrarlanabilirliginden emin olmak ve
farmakolojik fayda ve zarar perspektifinden kalite kontrolii artirmak ig¢in, tibbi bitkilerin
biitiin biyoaktif bilesenlerinin belirlenip Olclilmesi gereklidir. Halbuki, botanik
ekstrelerin kompleks ve degisken igerikleri tibbi bitkilerin kimyasal kompozisyonunun
belirlenmesinde kullanilan ayrim ve belirleme yontemleri i¢in zorluklar olusturmustur

(Marston ve Hostettmann 2009).

Kromatografi, birbirine yakin ozellikteki madde karigimlarini ayirmak igin
kullanilan etkili bir ayirma ve saflagtirma yontemidir. Genel olarak tanimlamak
gerekirse kromatografi, bir karisimin sabit bir faz {izerinde, hareketli bir ¢oziicii
yardimiyla, karigimi olusturan bilesiklerin farkli hareketleri sonucu bilesenlerine
ayrilmasi olarak tanimlanir. Kromatografide sabit ve hareketli olmak iizere iki faz
vardir. Sabit faz kat1 ve siv1 hareketli faz sivi ve gaz olabilir. Ayrimi istenen karigim
hareketli faz yardimiyla sabit faz {izerinden gecirilir. Karigimi olusturan bilesikler sabit
faz tarafindan farkli 6l¢iide tutulmasi nedeniyle her bir bilesik sistemi farkli zamanlarda
terk eder. Boylece bilesikleri birbirinden ayirmak, tanimak ve ayri ayri toplamak

olasidir. Kromatografi tiirlerinin detaylarina girmeden gerekli bilgiler verilecektir.

Ayrim acisindan, modern kromatografik yontemler dogal iirlinlerin analizinde
oldukea etkindirler (Hazra ve ark. 2004; Oleszek ve Bialy 2006; Hisiger ve Jolicoeur
2007; Wang ve ark. 2004; Sticher 2008; Zhao ve Jiang 2010; Ong 2004; Li ve ark.
2005). Bitkilerin metabolik taranmasinda ince tabaka kromatografisi (TLC ve HP-TLC),
gaz kromatografisi (GC), kapiler elektroforez (CE), yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC, UHPLC) yontemleri kullanilagelmistir (Sherma 2006; Mariott
ve ark. 2001; Ganzera 2008; Gotti 2011; Marston 2007).

70



Mustafa Abdullah YILMAZ

2.5.1. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi (TLC) bir kati-s1v1 adsorpsiyon kromatografisidir. Bu
yontemde sabit faz, cesitli boyutlardaki cam plakalar {izerine ince bir tabaka halinde
stvanmis kati adsorban maddedir. Adsorban madde olarak kolon kromatografisinde
kullanilan tiim katilar (aliimina, silikajel, seliiloz vb.) kullanilabilir. TLC yonteminde
hareketli fazin sabit faz iizerinde ilerleyisi, asagidan yukariya dogru olur ve ¢oziicii,
kilcallik etkisi ile igerisine daldirilan ince tabaka plakasi {lizerinde yiirlir. Bu isem
sirasinda, plakanin alt kesimlerine 6nceden damlalikla damlatilmis olan karisimi da
farkli hizlarla (bilesenlerin polaritelerine bagli olarak) siiriikler. HPTLC ise,
tabakalardaki partikiil boyutunun daha kiiclik oldugu, daha hassas, tekrarlanabilirligi
daha iyi ve ayrimin daha iyi saglandigi otomatize olmus bir TLC tiiriidiir. TLC analiz
sonucunu bir imaj olarak bize sunan tek kromatografi tiiridiir. Ayrica, TLC 6rnegin

biitiin bilesenlerinin kromatogramda oldugu tek yontemdir (Reich ve Schibli 2007).

2.5.2. Gaz Kromatografisi (GC)

Gaz kromaografisi (GC) bitkilerdeki terpenler gibi ucucu ve termal olarak
dayanikli bilesenlerin analizinde siklikla tercih edilen bir analitik ayirma yontemidir.
Sivi kromatografisi yontemleri ise polar ve az-polar bilesenlerin analizinde tercih
sebebidir. Gaz kromatografisinde diger kromatografi tiirlerinde oldugu gibi ayrilmalart
istenen maddelerle hareketli faz arasinda herhangi bir etkilesim s6z konusu degildir.
Hareketli faz olarak He, Ar ve N, gibi inert gazlar kullanilir ve vazifesi maddeleri
stiriklemektir. Gaz halindeki analitler ise uguculuklarina gore farkli hizlarda ilerleyerek
dedektore ulagirlar. Bitkilerin ugucu (esansiyel) yaglarmin kompozisyonu ¢ogunlukla
gaz kromatografisi yontemleri kullanilarak analiz edilir. Ayrica yag asitleri gibi ugucu
olmayan bilesenler de tiirevlendirilerek ucucu hale getirilip GC yontemleri ile analiz

edilirler.
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Veri goriintlleme

Tasyic Gaz
Tanki l ’
J/ AN
Akis . Data
Dizenleyici sistemi
AN
! 1
F—_— = — - - — - - — - — — — — - i
| Kolon L |
- I
| | Enjeksiyon | ({'[hT} r Flow
| Blogu Y |W| Dedektor | metre >
| |
I I
! Kolon Firini !
Nimune Termostat

Sekil 2.34. Gaz kromatografi cihazinin sematik gdsterimi

Gaz kromatografisinde, gaz halindeki bir mobil faz yine gaz halinde olan
analitleri sabit faz igeren ince ve uzun bir kolon boyunca tasir. Yukaridaki sekilde (Sekil
2.34) goriildiigi gibi, ugucu olan bir niimune kendisini buharlastiracak olan 1sitilan bir
blok iizerinden enjekte edilir. Niimune kolon boyunca He, Ar, N, veya H, gibi bir mobil
faz araciligryla kolon boyunca siiriiklenir ve ayrilan analitler, ¢iktisinin bir bilgisayar

tizerinde goriintiilendigi dedektore dogru akarlar.

Tastyic1 gaz kimyasal olarak inert olmalidir. Gaz se¢imi genellikle kullanilan
dedektore gore degiskenlik gosterir. Ayrica, tasiyic1 gaz sistemi su ve diger
safsizliklarin sisteme ulagsmamasi i¢in bir molekiiler elek igerir. Optimum kolon
etkinligi i¢in enjekte edilen numune miktar1 ¢cok olmamali ve hizli bir sekilde kolona
buhar olarak gitmelidir. Fazla miktardaki niimunenin yavas enjeksiyonu bant
genislemesine ve ¢oziiniirliigiin azalmasina yola acar. En ¢ok kullanilan enjeksiyon
metodu, niimuneyi kauguk bir septum {izerinden kolonun hemen basinda bulunan hizl

buharlastiriciya enjekte edildigi metottur.

Gaz kromatografisinde agik boru (tabular) veya kapiler kolonlar ve dolgulu
(packed) kolonlar olarak iki tip kolon kullanilir (Sekil 2.35). Kapiler kolonlar, kapiler
tipten (0.3-0.5 mm i¢ ¢ap) yapilmis ve i¢i 1 mikro litre kadar kalinlikta sivi ile
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kaplanmig kolonlardir. Kapiler kolonlardaki basing diislisii ihmal edilebilir diizeyde
oldugundan bu tip kolonlar ¢ok uzundur (10-100 m veya daha fazla). Dolgulu kolonlar
ic capt 1-8 mm araligindaki cam veya metal tiiplerden yapilir; uzunluklart 2-20 m
olabilir. Bunlar katlanmis veya sarimlar seklindedir, bdylece termostat i¢ine sigabilecek

boyutlara getirilmislerdir.

sabit sabit sivi fazla sabit kati faz
sivi faz kaplanmig kati destek  tanecikler
X
kaplanrmig duvarl destek kaph pordz tabakal
(a) Dolgulu kolon (b) Acik boru (tubular) veya kapiler kalon

Sekil 2.35. Dolgulu ve kapiler kolon tipleri

Gaz kromatografisinde kullanilabilen bir¢cok dedektor tipi mevcuttur. Her
dedektor farkli bir segicilik sunar. Kiitle spektrometre (MS), alev iyonlastirma (FID),
1s1l iletkenlik (TCD), elektron yakalama (ECD), Azot-fosfor, alev fotometrik (FPD),
foto-iyonizasyon (PID) ve Hall elektrolitik iletkenlik dedektorleri en ¢ok kullanilan
dedektorlerdir. Bitki sekonder metabolitlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde is en
cok kiitle spektrometre (MS) ve alev iyonlagtirma (FID) dedektorleri kullanilir. Ugucu
(esansiyel) yaglarin tayininde GC-MS, yag asitleri tayininde ise GC-FID ve GC-MS

cihazlar1 kullanilir.

2.5.3. HPLC teknikleri

Kromatografik analitik tekniklerin bir¢ogunda, nlimune igindeki farkl
bilesenlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerindaki farkliliklara goére ayrim gergeklestirilir.
Genellikle, analitlerin ayrimdan hemen sonra (on-line) dedekte edildigi siirekli
(continuous) teknikler kullanilir. Bu tekniklerin en ¢ok kullanilani HPLC (yiiksek

performansli s1vi kromatografisi) teknigidir.

S1vi kromatografisi, numune bilesenlerinin bir sivi mobil faz ve bir kat1 durgun
faz (ylksek ylizey alanina sahip kiigiik gézenekli partikiiller iceren) arasinda dagildig:
bir ayrim teknigidir. GC’nin aksine HPLC’de durgun fazla giiclii bir sekilde etkilesen

numune molekiilleri kromatografik sistem boyunca daha uzun stirelerde dolasir ve daha
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uzun alikonma zamanina sahip olurlar. LC (s1vi kromatografi) ayriminda, hareketli
(mobil) faz pompadan kromatografik kolona dogru aspire edilir. Numunenin kolona
girmesiyle, analitler durgun fazda farkli oranlarda zaman gegirir ve iki faz arasinda
farkli oranlarda dagilim gosterirler. Kolonun sonundan eliie olan her bir analit dedektore
ulagir ve bir sekilde Olgiilebilir olan bir sinyal iretirler. Olusan sinyalin intensite ve
siiresi analitin miktar1 ve dogasiyla alakalidir. Genel olarak, sinyal amplifiye edilir
(ylikseltilir) ve elektronik bir entegrator (analiti tanimlayip miktarmi tayin etmek igin

kromatogram iireten bir bilgisayar) tarafindan kaydedilir.

HPLC ekipmani marka ve modelden bagimsiz olarak bir dizi énemli kisimlari
igerir: pompa, enjektor, kromatografik kolon, termostatli kolon firini, dedektor ve veri
toplama sistemi. HPLC cihazinin temel ekipman semasi Sekil 2.36°de gosterilmistir.

Enjektor —
___4 En]ekswonl

L/
14

Degazor Kolon

i Firini
# { | i —
7

Pompa

Kolon

T

Elektronik =
—

Mobil ¥ Sinyal .
oo Atik Dedektor Kaydedici

Faz
Sekil 2.36. Temel HPLC ekipman semasi

Geleneksel olarak, LC kolonlariin (durgun faz) oldukca polar (silika v.b.) ve
hareketli fazin apolar (hegzan v.b.) oldugu moda “normal-faz” sivi kromatografisi denir.
Bu modda analitlerin polariteleri arttikca alikonma zamanlar1 artar. Eger mobil fazin
polaritesi artirilirsa alikonma zamani azalir. Bu kromatografik mod, apolar veya az

polar flavonoid aglikonlarmin ayrimi i¢in kullanigh olabilir.

Gilinlimiizde ise analitlerin analitik ve preperatif ayrimlari i¢in en ¢ok kullanilan
teknik “ters-faz” sivi kromatografisidir. Bu teknikte, hareketli faz durgun fazdan daha

polar olup analitlerin eliisyon sirasini belirler. Hidrofobik molekiiller i¢in daha uzun
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olan alikonma zamani, hareketli faza daha apolar ¢ozgenler ekledik¢e azalir. Numune
molekiillerinin hidrofobikligi pH’a bagh oldugu icin, formik asit, asetik asit ve
trifloroasetik asit gibi maddeler hareketli faza eklenebilir. Asit eklemenin etkisi
uygulamaya gore degisir ancak genellikle ayrimi olumlu yonde etkiler (Perrin and

Dempsey 1974; Snyder and Kirkland 1997).

Bitkilerin biyoaktif sekonder metabolitlerinin bir¢ogu polar karakterli oldugu
icin, Cg (n-oktil) veya daha ¢ok Cig (n-oktadesil) gibi hidrokarbonlarla modifiye edilmis
kolonlarin kullanildig: ters faz kromatografisi ile ayrilirlar. Eliisyon ise asetonitril veya
metanol gibi polar organik c¢oziiciilerin su ile beraber oldugu mobil fazlar ile

gergeklestirilir.

HPLC kolonlarinda, kiigiik ve ayni boyutlardaki partikiillere sahip dolgu
materyalinin kullanilmas1 sonucu gelen daha iyi secicilik ve yliksek basingli akis, hem
daha yiiksek ayirma giici hem de daha hizli analizlere olanak saglamistir. Son
zamanlarda UHPLC (ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi) tekniginin ortaya
cikmasiyla sivi kromatografisinde biiyiik gelismeler olmustur. Bu teknik sayesinde, 2
um veya daha kii¢iik boyuttaki partikiil boyutu ve ¢ok yiiksek basinglarda (1300 bara
kadar) calisan pompa sistemleri ile daha kisa analiz siiresi, yiiksek pik etkinligi ve

yiiksek ayrim giicline ulasilir (Zotou 2012).

2.5.3.1. HPLC ile beraber kullanilan dedektorler

HPLC cihazina UV dedektor, Diod-array dedektér (DAD), Refraktif indeks
dedektorii (RID), Floresan dedektor, Elektirik iletkenlik dedektorii, Elektrokimyasal
dedektdr, Buharlastirmali 151k sagilimli dedektér (ELSD), ve kiitle spektrometre (MS)
dedektorii gibi farkli tipte dedektorler baglanip kullanilmaktadir (Skoog ve ark. 1996).
Bununla birlikte fitokimyasallarin kalitatif ve kantitatif analizlerinde UV-visible ve MS

dedeksiyon sistemleri giintimiizde HPLC ile birlikte en ¢ok kullanilanlardir.

UV-visible temelli dedektorler, kolondan gelen hareketli fazin igerisinden aktigi
kiigiik bir sivi akis hiicresi igerirler. UV 1s1k hiicrenin i¢inden gecer ve UV foto-
dedektore carpar. UV absorbans dedektorleri niimuneyi bozmazlar ve sadece 1s1k
kaynaginin dalga boyundaki radyasyonu absorbe eden maddelere karsi cevap
verebilirler. ki farkli tiirde dalgaboyu dedektdrii vardir: sabit ve coklu dalgaboyu

dedektorleri. ilki 1s1n dalgaboyunun degistirilmesine izin vermezken, digeri analiti
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belirlemek i¢in kisa bir dalgaboyu araligini tarayabilir. Coklu dalgaboyu dedektorlerinin
hassasiyeti sabit dalgaboyululara gore daha kotii olmasina karsin esneklik avantaji
vardir. Cozelti igerisindeki birgok bilesik elektromanyetik spektrumun UV-visible
bolgesindeki 15181 absorplayabilir. Bu yiizden bu dedektorler evrensel dedektorler olarak
diistintilebilir. UV-goriinlir bolge spektroskopisi bize molekiil yapisi hakkinda bilgi
veremez ve belli bir desen olmayinca tam olarak bir aydinlatma saglayamaz. Ancak bize
bilesiklerin bagli oladugu smiflar hakkinda bigi verir. Zira her molekiil sinifinin
karakteristik absorpsiyon bantlar1 vardir. Bu yiizden, kiitle spektrometresi gibi

tekniklere ihtiyac vardir.

2.5.4. LC-MS Teknikleri

Kiitle spektrometresi (MS), yap1 aydinlatilmasi, organik, biyoorganik ve
organometalik bilesiklerin dogrulanmas1 ve cevre, farmasotik, adli tip, gida ve diger
bilimlerde miktarsal analiz i¢in siklikla kullanilmaktadir. MS dedektorleri bilinmeyen
maddelerin yapisal tayini ve dogrulanmasi igin genis Olglide kullanilirlar (Watson ve

Sparkman 2007; Chiu ve Muddiman 2008).

MS dedektorleri (Sekil 2.37) elektrik ve/veya manyetik kuvvet alanlarini
kullanarak iyonlar1 kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore aywran optik cihazlardir. MS
mantigini 6zetlemek istersek; numuneden iyonlar1 olusturmak, iyonlar1 m/z oranlarina
gore ayristirmak ve iyonlarin bollugunu dlgmektir. Kiitle spektrometre dedektorleri notr
molekiillerin kiitlesini dogrudan 6lcemezler. Molekiilii iyonlastirarak iyonun kiitle/ytik

(m/z) oranin1 Olgerler.

TGaz fazin dﬂ_r'yonfar iyon siralama Iyon d‘edeksr’yo;u_‘\
) - \
iyon j KUF'? ) :r; iyon }

kaynag analizori dedektril | |

|

s N —

j Vakum E

| pompalan |

| I 1 Data
sistemi

lyon Kiitle =
Data ¢iktisi | *
Kitle spektrumu Data Anali

Sekil 2.37. Kiitle spektrometre cihazlarinin sematik diyagrami

. Numune girisi
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Kiitle spektrometre cihazlar1 {i¢ temel birimden olusur: numune molekiillerini
gaz fazindaki iyonlara doniistiiren bir iyon kaynagt, iyonlar1 elektromanyetik alan
uygulayarak kiitlelerine gore siralayan kiitle analizérii; ve her bir iyonun miktarini
hesaplayan bir dedektor. Kiitle spektrometre teknigi hem kalitatif hem de kantitatif

amagla kullanilabilir.

2.5.4.1. iyon Kaynag

LC-MS cihazlarinda HPLC kolonunda kromatografik ayrimi gergeklestirilen
analit molekiilleri 6nce kiitle spektrometresinin iyon kaynagina gelirler. Bu bolimde,
analit molekiilleri pozitif veya negatif yiiklii gaz halindeki iyonlara doniistiiriiliir.
Fitokimyasallarin analizinde kullanilan ana iyon kaynaklari elektrosprey iyonlastirma
(ESI) (Hvattum ve Ekeberg 2003; Parejo ve ark. 2004), atmosferik-basing kimyasal
iyonlastirma (APCI) (Wolfender ve ark. 2000; De Rijke ve ark. 2003), hizli atom
bombardiman1 (FAB) (Ma ve ark. 2001; Cuyckens ve ark. 2002) ve matris-destekli
lazer-desorpsiyon (MALDI) (Fulcrand ve ark. 2008) ‘dur (Sekil 2.38). Bu arayiizler,
kati veya sivi numuneye farkli yollarla enerji saglarlar. Boylece buharlasmadan
kacimilarak gaz iyolar1 dogrudan olusturulur ve ardindan bilesiklerin iyonlagmasi
saglanir. APCI iyon kaynagi kiiclik molekiil agirlikli az polar ve apolar bilesiklerin
tespitinde kullanilir. MALDI ise 06zel bir yumusak iyonlastirma kaynagt olup
cogunlukla proteinler, peptitler ve polisakkaritler gibi biiyiikk organik molekiiller i¢in
uygulanir. Ayrica, APPI (atmosferik basing fotoiyonizasyon) kaynagi da apolar

bilesikler i¢in kullanilan nadir iyonlagtirma tekniklerinden biridir.

100,000 —
+BD Elect'ros.pmy
= 10,000 — lonization
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o
b=
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Sekil 2.38. Farkli iyonlagtirma tekniklerinin uygulama spektrumu
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Bu iyonlastirma kaynaklar1 arasinda LC-MS cihazlarinda en popiiler ve yaygin
olan1 ESI (Sekil 2.39) teknigidir. ESI’a gelen ¢ozelti halindeki numune tizerine 3-5 kV
yiiksek voltaj uygulanan bir kapliler tiipten gecirilir. Kapiler tiipiin etrafindan nebiilizer

gaz (Ny) gegirilir ve ¢ozelti kapiler tiipiin igne gibi olan ucundan sprey halinde sagilir.

ELEKTROSPREY IYON KAYNAGI
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guc kaynagi

Sekil 2.39. ESI iyon kaynagi ve elektrosprey iyonlastirma teorisi semast

ESI kapiler tiipiine uygulanan yiiksek voltaj, HPLC den gelen elektriksel olarak
notr stvinin Taylor Cone adi verilen ve ucunda negatif ve pozitif iyonlarla zenginlesmis
bir yapiy1 olusturmasina neden olur. Taylor Cone’un ucundan elektriksel alan sayesinde
yiiklii damlaciklar olusur. Kiitle spektrometre girisinin etrafindan disar1 ¢ikan sicak azot
yardimiyla yiiklii damlaciklar buharlasarak kiiciiliir. Coziicii buharlastik¢a, damlaciktaki
yiizey gerilimi artik {izerindeki yiikii barindiramayacak hale gelir (Rayleigh limiti) ve
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“Kolomb patlamasi” meydana gelir ve damlacik pargalanir ve yiikli iyonlar serbest

halde kalarak kiitle spektrometresine girerler (Chiu ve Muddimann 2008).

2.5.4.2. Kiitle Analizori

Bu kisim iyonlarin kiitle/yiik (m/z) oranlarma gore ayrilip siralandigi birimdir.
Bu yilizden iyon kaynagi kiitle spektrometresinin “kalbi” sayilan kiitle analizoriine
baglanmistir. Kiitle analizorleri elektrik ve manyetik alanlart kullanarak iyonlar
{iretildigi yerden bir sinyal olusturmak iizere dedektdre ulastirir. Iyonlarm hareket ve
ayristirilmasi elektrik ve manyetik alanlara bagli oldugundan sadece kiitle degil kiitle/
yiikk orani O6nemlidir. Kiitle analizorleri, iyonlarin yeterli miktarda ve kaybolmadan

dedektore ulagmasi icin yiiksek vakum altinda ¢alisirlar.

Piyasada HPLC sistemlerine bagli kiitle spektrometrelerinde kullanilan tekli
kuadrupol (MS), tgli kuadrupol (MS/MS), ugus zamanli (TOF), iyon tuzagi (IT),
manyetik sektor ve Fourier transform iyon siklotron rezonans (FT-ICR) gibi farkli kiitle
analizorleri kullanilmaktadir. Kiitle analizorlerinin se¢imi, uygulama, fiyat ve istenilen
performans kriterlerine gore degisir. Herbirinin avantaj ve dezavantajlart vardir

(Jennings ve Dolnikowski 1990).

Kuadrupol kiitle analizorleri (Sekil 2.40) birbirine paralel olarak dizili dort
cubuktan olusur. Analit iyonlart bu diktortgen seklinde dizili ¢ubuklarin merkezine
dogru yonlendirilir. Cubuklara RF ve DC voltajlar1 uygulanarak elektromanyetik alanlar
olusturulur. Bu elektromanyetik alanlar hangi kiitle/yiik oranina sahip iyonlarin
belirlenen zamanda kuadrupol filtresinden gegecegini belirler. Kuadrupoller en basit ve
en ucuz kiitle analizorleridir. Kuadrupol kiitle analizorleri taramali (scan) ve se¢ilmis
iyon goriintiileme (SIM) olmak iizere iki modda da calisabilirler. Taramali modda kiitle
analizorii belli bir kiitle/yiik araligini tararken SIM modunda kiitle analizorii sadece

belirli m/z oranlarini belirler.

Dedektor
7

iyon kaynag 7

Sekil 2.40. Kuadrupol kiitle analizorii
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Ugus zamanli (TOF) kiitle analizorlerinde (Sekil 2.41), tiim iyonlara ayni anda
es elektromanyetik kuvvet uygulanir ve iyonlarin ugus tiipii boyunca hizlanmalari
saglanir. Hafif iyonlar daha hizli seyahat ederek dedektdre Once ulasirlar. Boylece,
iyonlarin kiitle/yiik oranlar1 dedektére varis zamanlarina gore belirlenir. TOF kiitle
analizorleri genis bir kiitle araligina sahiptir ve kiitle ¢coziintirliikleri ve hassasiyetleri

kuadrupollerden ¢ok daha iyidir.

Reflektron
Dedektdr (Yansitici)

iyon kaynagi

Sekil 2.41. Ugus zamanl (TOF) kiitle analizorii

Bir iyon tuzagi (lon trap (IT)) kiitle analizorii (Sekil 2.42) birlikte iyon tuzagi
haznesini olusturan dairesel bir halka elektrot ile iki u¢ kapaktan (end-cap) olusur.
Hazneye giren iyonlar elektromanyetik alanlar yardimiyla burada hapsolunurlar.
Birbagka elektromanyetik alan uygulanarak iyonlar secici olarak tuzaktan
cikarilabilirler. Iyon tuzaklar1 baska bir ek analizore ihtiya¢c duymadan ¢ok asamali kiitle

spektrometre deneyleri yapabilme avantajina sahiptirler (Farmer ve McDowell 1963).

End-cap Halka elektrot

elektrot

ivon kaynagi
v Ynag dedektori

! Veap I Sogutma/CID gazi (Ar)

Sekil 2.42. Iyon tuzag: (IT) kiitle analizorii (Shimadzu 2015)
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Bir FT-ICR (Fourier dontisiim-iyon siklotron rezonans) kiitle analizorii (Sekil
2.43) bir bagka tlir tuzak analizordiir. Hazneye giren iyonlar kuvvetli elektriksel ve
manyetik alanlar ile dairesel yoriingelerde hapsedilir. RF elektrik alaniyla uyarilinca,
iyonlar zamana bagli bir akim {iretirler. Bu akim Fourier doniisim ile iyonlarin
kiitle/yiik oranlarina tekabiil eden orbital frekanslarina cevrilir. FT-ICR analizorleri
genis bir kiitle araliklarina sahip olup ¢ok yiiksek kiitle ¢oziiniirliigiine sahiptirler ancak

en pahali kiitle analizorleridir.

Al plaka

[7}]
o
3
a
m
-
a
=]
o
=
w
||IE

IIIJ

Iyon kaynag

Sekil 2.43. FT-ICR kiitle analizorii (Lemiére 2001)

2.5.4.3. LC-MS/MS (Sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometresi)

Yiiksek performansl sivi kromatografisi ile birlesen LC-MS (tekli kuadrupol) ve
ozellikle de LC-MS/MS (iiglii kuadrupol) cihaz sistemleri (Sekil 2.44) biitiin organik
bilesikler gibi bitkilerin sekonder metabolitlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde en
cok kullanilan tekniklerdendir. LC-MS cihazi ile HPLC kolonunda belli bir ayrimdan
gecen analitlerin ana iyon (parent ion) da denilen molekiiler iyonlarini belirleyerek
bilesenlerin nicel veya nitel analizleri yapilir. Ancak, bir¢ok fitokimyasal ayn1 molekiil
agirhigina sahip oldugundan LC-MS cihazi tarafindan belirlenen m/z oranlar1 da ayni
cikmaktadir. Kromatografik olarak da ayrilamayan bazi molekiillerin tam olarak
dogrulanmasi bu yontemle miimkiin olmamaktadir. Tekli kuadrupol LC-MS sistemine
gore daha sofistike cihaz tasarimlarindan olan LC-MS/MS sistemleri bu sorunu ortadan
kadirarak molekiil agirligi ve kromatografik alikonma zamani ayni olan molekiillerin

dahi nicel ve nitel analizini miimkiin kilmaktadir (Vogeser ve Kirchhoff 2011).

Tekli kuadrupol sistemleri sadece bir kiitle kuadrupol filtresi igerirken tgli
kuadrupol sistemleri ii¢ kuadrupol igerirler. LC-MS/MS hibrit cihazinda Q1 ve Q3
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kuadrupolleri kiitle filtresi gorevi yaparken Q2 carpisma hiicresi olarak gorev yapar.
Kuadrupoller taramali veya filtreli modda kullanilabilirler. Kiitle taramasi sirasinda DC
ve RF voltajlar1 uygulanarak tam taramali kiitle spektrumlari elde edilir. Bu tip
spektrumlar tipik olarak kalitatif data analizleri i¢in kullanilirlar. Halbuki, kuadrupol
taramasinin hassasiyeti az ve diisiik hiza sahiptir. Bu yiizden, kantitatif calismalarda

kuadrupoller filtreli modda ¢alistirilirlar.

HPLC
Qu: Kuadrupol
a) Y _
lyon iyon — -
kaynagi ™ Optikler Dedektér
—
HPLC
b) ¥ Qu: Kuadrupol Q3: Kuadrupol
i i [ —
lyon N iyon Iﬂ -
kaynagi Optikler Dedektor
el [ el

Q2: Carpisma
Hcresi

Sekil 2.44. a) Tekli kuadrupol (LC-MS) ve b) liglii kuadrupol (LC-MS/MS) cihaz semalar1

Bir tekli kuadrupol MS cihazi en secici olarak Secilmis Iyon Gériintiileme
(Selected Ion Monitoring (SIM)) modunda kullanilir. Bu modda kuadrupole sabit DC ve
RF voltajlar1 uygulanarak sadece bir iyonun ge¢cmesi saglanir ve farkli m/z oranina

sahip iyonlar atilir.

Uclii kuadrupol (MS/MS) cihazinin tekli kuadrupolden en énemli iistiinliigii
Coklu Reaksiyon Goriintilleme (Multiple Reaction Monitoring (MRM)) modunda
calisabiliniyor olmasidir. MRM modu kantitatif analizlerde sinyal/giirtiltii oranini ciddi
bicimde diisiirerek yiiksek hassasiyet ve secicilik saglamaktadir. MRM modunda ilk
kuadrupol (Q1) ilgili molekiiler iyonu (parent ion) filtreler. Iyon kaynaginda iiretilen ve
farkli m/z oranina sahip iyonlar Q1’1 gecemezler. Carpigma hiicresi olan ikinci
kuadrupol (Q2), Q1’den gelen molekiiler iyonun inert bir gaz olan Ar ile ¢arpistirilarak
karakteristik pargcalanma {riinli iyonlar olusturmasi i¢in optimize edilir. Bu isleme
carpismaya bagli ayrisma anlamina gelen Collision Induced Dissociation (CID) denir.

Olusturulan iirlin iyonlar (product ions), sadece belirlenen iyonlarin ge¢mesine izin
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verildigi tigiincli kuadrupole (Q3) aktarilirlar. Q2’de olusan diger biitiin pargalanma
iriinii iyonlar dedekt6ére ulasmadan filtrelenip disar1 atilirlar. Boylelikle, LC-MS/MS
cihazinda MRM modu cifte kiitle filtresi gibi ¢alisarak giiriiltiiyli olaganiistii bigimde

azaltarak secicilik ve hassasiyeti artirir.

2.5.4.4. LCMS IT-TOF hibrit cihaz sistemi

TOF-MS cihazlarinin en 6emli niteliklerinden biri bilinmeyen maddelerin
tayininde kullanilabilen molekiiler iyon ve parcalanma iiriinlerinin elementel
kompozisyonunu veren tam kiitle Ol¢limiidiir (molekiil agirliginin virgiilden sonra
dordiincli basamaga kadar dogru o6l¢iimii). TOF-MS cihazlar yiiksek hizda tarama
yapabilir ve yiiksek kiitle ¢oziiniirliigiine sahiptirler. Ancak MS" kabiliyetleri yoktur.
IT-MS cihazlarni ise ozellikle coklu fragmantasyon (MS") 6zelligi sayesinde
molekiillerin yapisal tayininde ¢ok onemli bir rol oynarlar. Ancak IT-MS cihazlar

diistik ¢cozlintirliige sahiptirler (genellikle 1 Da).

Son zamanlarin en 6nemli ve sofistike LC-MS cihaz tasarimlarindan biri olan
UHPLC IT-TOF-MS (yiiksek performansli sivi kromatografisi ile birlesik hibrit iyon
tuzakli/ugus zamanl kiitle spektrometresi) cihazi (Sekil 2.45) hem TOF-MS hem de IT-
MS lerden ¢ok daha yiiksek hassasiyet ve dogruluga sahiptir. Bu essiz 6zelliginin
nedeni dogal iiriinlerin IT sayesinde MS" modunda ¢oklu taramasi ile TOF sayesinde
tam kiitle 6l¢iimlerinin es zamanl olarak yapilabilmesidir (Lacorte ve Fernandez-Alba
2006; Liu ve ark. 2011; Liang ve ark. 2010.

Sicaklik kontrolli

r— DQarray oktapol lensler r HERTHE, [ Ugus tiipii
AAAAAAAA
/ | L% 3,,, i |
L my\m\
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Sklmmer ens er peticktse

Reflektron

Sekil 2.45. Hibrit IT-TOF/MS kiitle spektrometresinin i¢ dizayn semasi (Shimadzu 2009)

83



2. KAYNAK OZETLERI

Sekil 2.46. LCMS IT-TOF yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle spektrometresinin

fotografi

HPLC ile IT-MS ve TOF-MS cihazlarinin beraber kullanilist bir¢ok alanda
ozellikle de bitkisel
kullanilmaktadir. LCMS IT-TOF (Sekil 2.46)

yillarda diinyada hizla artmis olup fitokimyasal analizde oniimiizdeki yillarda baskin rol

sekonder metabolitlerin analizinde yaygin bir bi¢imde

sisteminin bu alanda kullanimi son

oynayacagint soyleyebiliriz. Cizelge 2.9°da LCMS IT-TOF cihaz1 ile yapilmis

fitokimyasallarin analizlerine iligskin bilimsel ¢calismalarin bir 6zeti verilmistir.

Cizelge 2.9. LCMS IT-TOF cihazi ile yapilmis bazi fitokimyasal ¢caligmalar

Analitler Matriks Kaynak
4-N-alkilamitler Spilanthes acmella Mbeunkui ve ark. 2011
39°dan fazla bilesik Fructus corni Cao ve ark. 2011
Moscalitin ve gigantol dahil 18 fenolik | Dendrobium Zhou ve ar. 2010
bilesik

Rutaecarpine ve iki tane tiirevi Standart bilesikler Wang ve ark. 2010

5 lignan bileseni Schisandra lignanlari, | Liang ve ark. 2010

ekstre ve rat plazmasi

30 ginsenosit ve 20 lignan

Shengmai enjeksiyonu

Zheng veark. 2009

Proantosiyanidin

Yaban mersini yapragi

Takeshita ve ark. 2009

Pregnan glikozitleri Cynanchum Qi ve ark. 2009
auriculatum

Resveratrolosit, polidatin, emodin-8-O- | Polygonum cuspidatum | Dong ve ark. 2009

glikozit, resveratrol, torachryson-8-O- | Sieb. et Zucc

glikozit, emodin-1-O- glikozit, torakrison-
8-O-(60-asetil) glikozit, physcion-8-O-
glikozit, physcion-8-O- (60- asetil)
glikozit andemodin

25 antosiyanin

Yaban mersini

Barnes ve ark. 2009

Astragali Radix’in ana bilesenleri 43 Astragali Radix | Tanaka ve ark. 2008
ornegi

Hedeflenmemis bilesenler de dahil 87 | Mai-Luo-Ning Hao ve ark. 2008

bilesik enjeksiyonu

Sesamin ve gmelinol Standart bilesikler Yan ve ark. 2007

Silkristin A ve B, silidianin, silibin A ve
B, izosilibin A ve B

Silybum marianum

Shibano ve ark. 2007

Podofillotoksin ve onun 4’-demethil-4p- | Standart bilesikler Li ve ark. 2007a
stibstitiie tiirevleri
Puerarin Standart bilesik Li ve ark. 2007b
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitkisel Materyal

Achillea L. cinsine ait Tirkiye'nin farkli yerlerinden 14 farkli alt tiirtin (A.
biebersteinii Afan, A. coarctata Poir., A. kotschyi subsp. kotschyi, A. lycaonica Boiss. et
Heldr., A. millefolium L. subsp. millefolium L., A. schischkinii Sosn., A. setacea Waldst.
et Kit. A. sintenisii Hub.-Mor., A. wilhelmsii C. Koch subsp. wilhelmsii, A. teretifolia
Willd., A. goniocephala Boiss. et Bal., A. nobilis L. subsp. neilreichii (Kerner)
Formanek ve A. spinulifolia Fenzl ex Boiss. ve A. monocephala Boiss. & Balansa)
toprak {iistii ve toprak alt1 kisitmlar1 toplanmistir. Kurutulmus bitki 6rnekleri Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (HUEF), Hacettepe Universitesi Egitim
Fakiiltesi Herbaryumu (HEF) ve Istanbul Universitesi Herbaryumu'nda (ISTE)

saklanmaktadir. Bitkilerin herbaryum kayitlar1 ve toplanma yer ve zamanlarina iliskin

bilgiler ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1.Achillea tiirlerinin herbaryum kayitlart

Achillea Tiirii Toplanma Yeri Toplanma Herbaryum
Zamani Numarasi

A. biebersteinii A4 Ankara: Beytepe Kampiisii, ormana giden | Haziran 2014 | HUEF 14053
yol, 39° 52° 40”°K, 32° 43°49’D, 992 m

A. coarctata B5 Nevschir: Nevsehir’den Aksaray’a, Temmuz 2014 | HEF 15093
Camibren Koyli’ne 2 km kala, 38° 30° 157°K,
34°23°19D, 1220 m

A. kotschyi subsp. | B6 Yozgat: Akdagmadeni, Kizilcaova Temmuz 2014 | HUEF 14044

kotschyi Koyii’niin Gstii, Nalbant Tepesi, 39° 31°
14°°K, 36° 01’ 20”’D, 2000 m

A. lycaonica B6 Sivas: Ulas, Ziyarettepe, 39° 32 44”°K, Temmuz 2014 | HEF 15095
37°02° 11D, 1450 m

A. millefolium B6 Yozgat: Akdagmadeni, Karababa Dag, Temmuz 2014 | HUEF 14047

subsp. millefolium | Cegialan Koyt giineyi, 39° 32° 27K, 36° 06’
60°’D, 1880 m

A. schischkinii B6 Sivas: Serefiye, Karabayir Gegisi, 40° 09° | Temmuz 2014 | HEF 15097
50”’K, 37° 50’ 53"’D, 1925 m

A. setacea B6 Sivas: Zara, Avsar Koyli, Arapca yakini Haziran 2014 | HUEF 14046
39° 58’ 48K, 37°45” 09”°D, 1300 m

A. sintenisii B6 Sivas: Ulas, Ziyarettepe, 39° 33° 41”°K, Temmuz 2014 | HUEF 14056
37°00° 52D, 1430 m
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Cizelge 3.1.Achillea tiirlerinin herbaryum kayitlar: (Devam)

Achillea Tiirii Toplanma Yeri Toplanma Herbaryum
Zamani Numarasi

A. wilhelmsii subsp. | C5 Nigde: Ovacik Koyii, Ovacik-Camardi Temmuz 2014 | HUEF 14050

wilhelmsii Yolu, 38° 06° 07’K, 34° 49’ 17°’D, 1350 m

A. teretifolia B3 Afyon: Suhut, Tekke kdyii civari, 1340 Temmuz 2014 | HUEF 14055
m

A. goniocephala C5 Nigde: Camardi, Yelatan Koyii ¢ikisi, Haziran 2014 | HUEF 09889
baz istasyonu altindaki yamaglar, 1410 m

A. nobilis A3 Bilecik: Pazaryeri, Kiigiikelmali Mesire Haziran 2014 | HUEF 09865
yeri, Golete giderken, yol kenari, 850 m

A. spinulifolia C5 Nigde: Ankara-Pozant1 Yolu, 19. Km, Haziran 2014 | HUEF 09887
Maden Koyii sokagindan 1 km yukar1, 37°
30’ 41°°K, 34° 44’ 22°°D, 1019m

A. monocephala B5 Nevsehir-Urgiip yolu, Mayis 2014 ISTE 107581
38°38’ 08”°K, 34° 53” 18”°D, 1179m

3.2. Kimyasal Standartlar ve Coziiciiler

3.2.1. Antioksidan Tayin Yontemlerinde Kullanilan Kimyasallar

B-Karoten, linoleik asit, kersetin, pirokatekol, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH), 2,6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA),
DTNB (5,5-ditiyobis-(2-nitro benzoik asit)), nikotinamit adenindiniikleotit (NADH),
fenazin-meta  siilfat (PMS), nitroblutetrazolyum (NBT), asetilkolinesteraz,
butirilkolinesteraz, a-tokoferol, potasyum peroksi distilfat (K2S;0g), ABTS ve bakir (II)
kloriir, Tween-40, kloroform, diklorometan, metanol, etanol, aliiminyum nitrat,
potasyum asetat, galantamin hidrobromiir, neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)
Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis); asetiltiyokolin iyodiir, Folin-Ciocalteu reaktifi
(Applichem), butiriltiyokolin iyodiir (Fluka), sodyum karbonat, amonyum asetat,
sodyum hidrojen fosfat ve sodyum dihidrojen fosfat Riedel-de-Haen firmasindan temin

edildi. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.
3.2.2. Antikanser (Antiproliferatif Aktivite) Calismalarinda Kullamilan
Kimyasallar ve Organizmalar

Tripsin EDTA (%25) (Sigma), Penicilin streptomycin soliisyonu (Sigma), Fetal
bovine serum (heat inactivated) (Sigma), Dulbecco’s modified eagle’s medium-high

glucose (DMEM) (Sigma), HelLa (insan servikal karsinoma hiicreleri).
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3.2.3. LC-MS/MS Cahismalarinda Kullanilan Kimyasallar

p-Kumarik asit, o-kumarik asit, gallik asit, kafeik asit, vanilik asit, salisilik asit,
kinik asit, 4-hidroksi benzoik asit, ferulik asit, klorojenik asit, rozmarinik asit,
protokatesikasit, sinnamik asit, sinapinik asit, fumarik asit, malik asit, syringic asit,
vanilin, kumarin, pirokatekol, fisetin, hesperetin, naringenin, rutin, kesretin, kamferol,
mirisetin, kersitrin, luteolin, apigenin, krisin, hesperidin, likiritigenin, izokersitrin,

apigetrin, roifolin, nikotiflorin, formik asit, amonyum format, asetonitril, ultrasaf su.

3.3. Cihazlar ve Diger Gerecler

e LC-MS/MS (Shimadzu LCMS 8040 model)

e LC-MS-IT-TOF (Shimadzu)

e Rotaevaporator (Biichi, Isvicre)

e Otomatik pipetler (10-100 pL, 100-1000 pL, 500-5000 pL) (Eppendorf,
Almanya)

e Hassas terazi (Scaltec SBA 31)

e pH-metre (Thermo, Amerika Birlesik Devletleri)
e Jeio-Tech ultrasonik banyo (Kore)
e Ultra saf su cihazi (Sartorious, Arium Pro, Almanya)

e Vortex (LMS Co. LTD, Japonya)

3.4. Ekstrelerin Hazirlanisi

Antioksidan testleri igin kullanilan ekstreler hazirlanirken her bitkiden 10’ar
gram alinarak etanol (50 mL, 3x8 saat) ile masere edildi. Siizme ve ¢ozicii
buharlagtirma islemlerinden sonra elde edilen ham ekstreler etanolde c¢oziilerek 4000

mg/kg derisimde 4’er mL ¢6zeltiler hazirlandi.

Antikanser calismasi i¢in ekstre hazirlanirken ¢alisilan her bitkiden 10’ar gram
alinarak metanol:kloroform (1:1) (50 mL, 3x8 saat) ile masere edildi. Siizme ve ¢oziicii
buharlastirma islemlerinden sonra elde edilen ham ekstreler DMSO’da ¢oziilerek 1000

mg/kg derisimde 4’er mL ¢ozeltiler hazirland.
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LC-MS/MS ve LC-MS-IT-TOF analizleri igin iki farkli yontemle ekstreler
hazirland1. ilk yontemde, her bitkiden 10’ar gram almarak etanol (50 mL, 3x8 saat) ile
masere edildi. Siizme ve ¢Oziicii buharlastirma islemlerinden sonra elde edilen ham
ekstreler asetonitrilde ¢oziilerek 1000 mg/kg derisimde 2’ser mL ¢ozeltiler hazirlandu.
Ikinci yontemde, her bitkiden 10’ar gram almarak metanol:kloroform (1:1) (50 mL,
3x8 saat) ile masere edildi. Siizme ve ¢oziicii buharlastirma islemlerinden sonra elde
edilen ham ekstreler asetonitril’de ¢oziilerek 1000 mg/kg derisimde 2’ser mL ¢ozeltiler
hazirlandi. Cihazlara verilmeden ekstre cozeltileri 0.22 pm siringa ucu filtreden

gecirilerek HPLC viallerine aktarildi.

3.5. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit i¢eriklerinin Belirlenmesi
3.5.1. Toplam Fenolik Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2 g Na,CO3z 100 mL’lik

balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme tamamlandiktan

sonra deiyonize su ile hacmine tamamlandi.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO,)
satin alindig sekilde kullanild.

3.5.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 10’luk Aliiminyum nitrat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1.76 g AI(NOs3)3.9H,0 10

mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamlandi.

1 M Potasyum asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0.96 g CH3COOK 10 mL’lik
balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ile ¢oziildii. Coziinme tamamlandiktan

sonra deiyonize su ile balonun hacmine tamamland.

3.5.3. Toplam Fenolik Miktar Tayin Yontemi

Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
pirokatekole esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton 1977). 100 ppm’lik
pirokatekol c¢ozeltisi hazirland1 ve bu ¢ozeltiden O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak
hacimleri distile su ile 184 pL’ye tamamlandi. Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin

1000 ppm konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlandi. Bir miligram ekstre igeren Ornek
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cozeltilerinden 4 pL alindi, distile su ile 184 pL’ ye tamamlandi. Pirokatekol ¢ozeltileri
ve oOrneklere 4 pL Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %?2’lik NayCOj;
cozeltisinden 12 uL ilave edildi. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda bekletildi ve
orneklerin absorbanslart 760 nm’de okundu. Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri
standart pirokatekol grafiginden (Sekil 3-1) elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak
belirlendi:

Absorbans = 0.0316(pg) + 0.0422 (R?: 0.9952)

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢aligma yapildi.

0,18 5
y = 0,0316x + 0,0422 R” = 0,9952

0,16
0,14 ,—
0,12 /

0.1 +
0,08 /

)4

Absorbans

0,06
0,04

0,02

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.1. Pirokatekoliin Olgii Grafigi

3.5.4. Toplam Flavonoit Miktar Tayin Yontemi

Hazirlanan ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri kersetine esdeger olarak
alliminyum nitrat metodu ile belirlendi (Moreno ve ark. 2000). 1000 ppm’lik kersetin
¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 uL alinarak hacimleri
%80’1ik etanol ile 192 pL’ye tamamlandi. 1 M’lik 4 plL potasyum asetat eklendi ve bir
dakika sonra 4 pL % 10’luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon
stiresinden sonra 415 nm’de mikroplaka reader ile absorbanslar1 okundu. Ayni sekilde
Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin tek konsantrasyonda (1000 ppm) hazirlanan
cozeltilerinin de absorbans degerleri okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri,
standart kersetin grafiginden (Sekil 3-2) elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak

belirlendi:
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Absorbans = 0.0269(ng) + 0.0393 (R?:0.9989)

Her bir 6rnekten {i¢ paralel calisma yapildi.

1,2
y = 0,0269x + 0,0393 R? = 0,9989 -

» /
e /
0,4 /

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Konsantrasyon (ppm)

Absorbans

Sekil 3.2. Kersetinin Olgii Grafigi
3.6. Antioksidan Testleri

3.6.1. p—Karoten Renk A¢ilim Yonteminde Kullamlan Cozelti

—Karoten reaktifinin hazirlanmasi: 0.2 mg p-Karoten 1 mL kloroformda

¢oziilerek bir balona aktarildi. Uzerine 200 pL Tween—40 ve 20 pL lineloik asitten ilave
edilip karistirildi. Vakum altinda kloroform ugurulduktan sonra iizerine daha 6nceden

oksijen ile doyurulmus 50 mL su ilave edildi ve kuvvetlice ¢alkalandi.

3.6.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan
Cozelti

0.1 mM DPPH cozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil

alkolde ¢ozildii.

3.6.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullamlan

Cozelti

7 mM ABTS katyon radikalinin hazirlanmasi: 19.2 mg ABTS tartilarak 5 mL

suda ¢oziildii. Uzerine toz halinde 3.3 mg potasyum peroksi disiilfat (K»S,0s) eklenip
karistirildi. Karanlikta oda sicakliginda 12-16 saat beklendi. Bekleme siiresi sonunda

cozelti kullanilmaya baglamadan 6nce absorbsiyonu ~ 0.70 olacak sekilde seyreltildi.
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3.6.4. CUPRAC Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

10 mM Bakir (II) kloriir dihidrat ¢dzeltisinin _hazirlanmasi: 42.62 mg
CuCl,.2H,0 tartilarak 25 mL suda ¢oziildii.

1 M Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 1.927 g NH,OAc tartilarak 25

mL suda ¢oziildii, pH= 7’ye ayarlandi.

7.5 mM Neokuproin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 76.6 mg neokuproin tartilarak 50

mL % 96’lik alkolde ¢oziildii.

3.6.5. Antikolinesteraz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

0,1 M NaH,PO4Cozeltisinin hazirlanmasi: 1.56 g NaH,POgtartilip 100 mL

distile suda ¢oziildii.

0,1 M NayHPO,Cdzeltisinin hazirlanmasi: 3.556 g Na;HPOgatartilip 200 mL

distile suda ¢oziildii.

0,1 M pH=8 Tampon ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 94.7 mL Na,HPO, ve 5.3 mL

NaH,PO,¢ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.

0.1 M pH=7 Tampon cozeltisinin hazirlanmasi: 3.9 mL NaH,PO, ve 6.1 mL

Na,HPO,cozeltilerinden alinarak 10 mL distile su eklenerek hazirlandi.

5 mM DTNB Cozeltisinin _hazirlanmasi: 16 mg 5,5-ditiyobis(2-nitro benzoik
asit) (DTNB) 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ve 7.5 mg NaHCO3; 1 mL pH=7 tampon

cozeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti karistirildi. Hazirlanan bu ¢dzelti karigimi, 2
mL pH=7 tampon ¢o6zeltisi ile 4 mL’ye tamamlandi. Kullanma agamasinda 4 mL pH=8

tampon ¢ozeltisi ilave edildi. .

7.1 mM Asetiltiyokolin iyodiir (Acl): 32.8 mg Acl alinarak, 8 mL distile su

eklendi. Kullanma agsamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

0,79 mM Butiriltiyokolin iyodiir (Bul): 4 mg Bul alinarak, 8 mL distile su

eklendi. Kullanma agamasinda 8§ mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1.17 mg (498.3498 U) AChE enzimi

alimarak 5 mL pH=8 tampon ¢dzeltisinde ¢oziildii ve 1’er mL’lik bes boliime ayrildi.
Her biri i¢in 99.66996 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu ve 1 mL’lik stoklar da
125 pL’lik 8 esit boliime ayrildi (0,09966996 U/uL). 125 pL’lik enzim ¢ozeltisine 460
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uL pH=8 tampon ¢ozeltisi eklendi (0.021297 U/uL) . 585 uL ¢ozelti 25 pul’ik 23 tane
kiigiik eppendorf tiiplere doldurularak daha sonra kullanilmak tizere derin dondurucuda
bekletildi. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan dnce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle 2150 plL’ye
tamamlanir (2,476x10™* U/uL).

Butirilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (11.4 U) BChE enzimi alinarak

5 mL pH=8 tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii (2.28 U/mL). Bu ¢ozeltiden 300 uL’lik stoklar
olusturulup kiiciik siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak iizere derin
dondurucuda bekletildi (0.00228 U/uL). Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 1850 pL
pH=8 tampon ¢ozeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirilir (3.1813X10'4 U/uL).

3.6.6. Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1000 ppm Kersetin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 25.8 mg kersetin 25 mL etil

alkolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik konsantrasyonda kersetin ¢ozeltisi hazirlandi.

100 ppm Pirokatekol ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 mg pirokatekol 100 mL su ile

coziilerek 100 ppm’lik pirokatekol ¢ozeltisi hazirlandi.

1000 ppm BHT (2,6-di-t-butil-1-hidroksitoluen) cozeltisinin hazirlanmasi: 10

mg BHT 10 mL etanol i¢inde ¢oziilerek 1000 ppm’lik BHT ¢dzeltisi hazirlandi. Ayrica
2500 ppm’lik ¢ozelti de hazirland:.

1000 ppm BHA (2- t-biitil-4-hidroksianisol) ¢ozeltisinin hazirlanmasi:10 mg
BHA 10 mL etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik BHA ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 2500

ppm’lik ¢6zelti de hazirlandi.

1000 ppm o-Tokoferol ¢6zeltisinin hazirlanmasi: % 97°lik 10.31 mg a-tokoferol

10 mL etanolde ¢oziilerek 1000 ppm’lik a-tokoferol ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica 2500
ppm’lik ¢ozelti de hazirlandi.

2500 ppm Gallik asit ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 25 mg gallik asit 10 mL etanolde

coziilerek 2500 ppm’lik gallik asit ¢ozeltisi hazirlanmis olur.

4000 uM Galantamin ¢06zeltisinin _hazirlanmasi: 2.3 mg galantamin 2 mL

etanolde ¢oziilerek galantamin ¢ozeltisi hazirlanmis olur.
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3.6.7. Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayini i¢in ¢alisilan 14 Achillea bitki tiirtiniin metanol
ekstrelerinin B-karoten-linoleik asit test sistemi ile toplam antioksidan aktivitesi, DPPH
serbest radikal giderim, ABTS katyon radikal giderim ve CUPRAC yontemleri ile
aktiviteleri tayin edildi. Biitlin yontemlerin grafiklerindeki konsantrasyonlar reaksiyon

karisimindaki son konsantrasyonlardir.

3.6.7.1. B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (Toplam Antioksidan Aktivite
Tayini)

B-Karoten-linoleik asit test sistemi, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen
konjuge dien hidroperoksitlerin  inhibisyonunun o6l¢iilmesine  dayanmaktadir
(Dapkevicius ve ark. 1998). Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin 10 miligrami 10 mL
etanolde ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 uL
alinarak distile su ile hacimleri 40 pul.’ye tamamlandi ve tizerlerine [B-karoten-linoleik
asit ¢ozeltisinden her bir drnege 160 pL ilave edilir edilmez mikroplaka reader ile
baslangi¢ absorbanslari 490 nm’de 6lgiildii. Hazirlanan ¢ozeltiler 50 °C’de 120 dakika
bekletildi (Miller 1971). Bu siire sonunda absorbanslar tekrar olgiildii. f-Karotenin renk

acilim orani asagidaki formiil ile hesaplandi.
R =In (a/b)/t
In: Dogal logaritma
a: Baglangi¢ absorbansi
b: Inkiibasyonundan sonraki absorbans
t: Zaman (dakika)

Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmistir.
Toplam Antioksidan Aktivite (%lInhibisyon) = [(Rkontrol — Rémek) / Rkontrot] X 100
Rxontrol: Kontroliin renk ag¢ilim orani

Rsmek: Ornegin renk acilim orani
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Her bir 6rnekten ti¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve a-Toc
kullanildi.

3.6.7.2.DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim

Yontemi

Ekstrelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois 1958). Achillea tiirlerinin etanol
ekstrelerinin 10 mg’1 10 mL etanolde ¢oziilerek stok cozeltileri hazirlandi. Bu stok
cozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamland: ve
iizerlerine 0.1 mM DPPH c¢o6zeltisinden 160 pL ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin oda
sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari
olgiildii. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% Inhibisyon = (Akontrol - Aémek) I Axontrol X 100
A: Absorbans

Her bir 6rnekten ti¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve a-Toc
kullanildi.

3.6.7.3.ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Ekstrelerin  ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark. 1999). Achillea
tirlerinin etanol ekstrelerinin 10 mg’t 10 mL etanolde ¢oziilerek stok c¢ozeltileri
hazirlandi. Bu stok c¢ozeltilerden 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40
puL’ye tamamlandi ve iizerlerine 7 mM ABTS katyon radikali ¢6zeltisinden 160 pL
ilave edildi. Reaksiyon karanlikta 6 dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslari
olciildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. ABTS katyon
radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢calisma yapildi. Standart olarak a-Toc, BHT ve (+)-
Cat kullanildi.
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3.6.7.4. CUPRAC Yontemi

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc kelatina indirgenir ve bu kelatin 450
nm’de absorbansit Olciiliir. Hazirlanan Ornekler ve standartlarin iizerine, son
konsantrasyonlar1 10, 25, 50, 100 pg/mL olacak sekilde Cu (II), neokuproin ve
NH4OAc tamponu ilave edildi ve 1 saat sonra 450 nm’de absorbans 6l¢iildii (Apak ve

ark. 2004). Orneklerin absorbans degerleri standartlara kars: degerlendirildi.

Her bir 6rnekten ti¢ paralel ¢alisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve a-Toc
kullanildi.

3.6.8. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline par¢alandiktan sonra, tiyokolinin sar1
renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek iizere 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) ile reaksiyon verdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu, 96

kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirildi (Ellman ve ark. 1961).
3.6.8.1. AChE Aktivite Testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz
enzimi, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de mikroplaka reader ile
ol¢tilmektedir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), ekstrelerin
etanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim
cozeltisinden 20 pL koyuldu. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi. 10
dakika sonra 20 pl. DTNB reaktifi ve substrat (asetiltiyokolin iyodiir) ilave edildi.
Standart olarak galantamin kullanildi. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412
nm dalga boyunda absorbans okundu. AChE aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi.
% 1nhibisy0n = (Axontrol — Asmek) / Akontrol X 100

Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢aligma yapildi.
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3.6.8.2. BChE aktivite testi

AChE aktivite testinde uygulunan yontem kullanildi. Farkli olarak
butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak at serumundan elde edilen
butirilkolinesteraz enzimi, substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanildi. BChE

aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% Inhibisyon = (Akontrol— Asmek) / Axontrol X 100
Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi.
3.6.8.3.Istatistik Hesaplamalar

Antioksidan ve antikolinesteraz aktivite sonuglarinda elde edilen veriler 3 paralel
Olclimiin ortalamasi1 ve standart sapmasi olarak verildi. Sonuglar Student’s t-testine gore
% 95 giiven sinirlart iginde bulundu. Anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 kabul edildi. En
kiigiik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon analizi egim, intersept ve

korelasyon katsayilariin degerlendirilmesiyle yapildi.
3.7. Antikanser (Antiproliferatif Aktivite) Testleri

Achillea ekstrelerinin antikanser (antiproliferatif aktivite) Ozellikleri HeLa
hiicreleri (insan rahim kanseri hiicresi) ilizerinde bir ger¢ek zamanli hiicre analizorii
(xCELLigence) ile test edildi. Uygulanan xCELLigence sisteminde, ¢alisilan Achillea
ekstrelerinin, kontrol ve ortam grubunun o&lgiimleri igin tek kullanimlik E-Plate 96
kullanilmistir. E-plate 96 plakalarina yapisan hiicreler empedans farkina neden olarak

Olctimler gergeklestirilmistir.

Ortam olarak kullanilan ve % 10 fetal bovine serum ve %2 Streptomisin-
Penisilin iceren DMEM, 37 °C'de inkiibatorde (%5 CO;) bekletilmistir. E-plate 96
kuyucuklarinin her birine 100 uL ortam eklenerek inkiibatére konulmustur. Ardindan E-
plate 96 plakalar1 xCELLigence istasyonuna konularak 1 dakika boyunca background
empedans Olclimleri yapilmistir. Daha sonra, her hiicre siispansiyonunun 50 pL'si ortam
iceren kuyucuklara konularak 20 000 HeLa hiicresi/mL seklinde ayarlanmistir.
Hiicrelerin E-plate 96 kuyucuklarina tutunmasi igin plakalar steril kabinde oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Son olarak HeLa hiicreleri 3 saat boyunca her 10

dakikada bir baglanma, biiyiime ve proliferasyon i¢in E- Plate 96 'min dahili sensor
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elektrot dizileri ile gézlemlenmistir. DMSO'da ¢oziinmiis Achillea metanol-kloroform
ekstreleri 50, 100 ve 250 ug/mL konsantrasyonlara ayarlanarak plaka kuyucuklarina
eklenmis ve son hacim 200 pl'ye ayarlanmistir. Ardindan plakalar hemen inkiibatore
konularak 48 saat boyunca her 10 dakikada bir gézlemlenmistir. Testler tiger defa tekrar

edilmistir.

3.8. LC-MS/MS Cihaz1 ve Kromatografik Sartlar

37 Fitokimyasalin kalitatif ve kantitatif analizinde kullanilan LC-MS/MS
sistemi; Shimadzu Neexera model UHPLC cihazi ile Shimadzu LCMS 8040 model ticlii
kuadrupol kiitle spektrometre cihazinin birlesiminden olusmaktadir. Kullanilan sivi
kromatografi sistemi LC-30 AD model gradient pompa, DGU-20A3R model degazer,
CTO-10ASvp model kolon firin1 ve SIL-30AC model oto drnekleyiciden olusmaktadir.
Kromatografik ayrim, Inertsil ODS-4 model C18 (100 mmx2,1 mm, 2um) kolonda
gerceklestirilmistir. Analiz sirasinda kolon firin1 35 °C’ye ayarlanmistir. Eliisyon
gradiyentinde hareketli faz A i¢in ultrasaf su ve hareketli faz B i¢in asetonitril
kullanilmigtir.  Ayrica, daha iyi bir kromatografik ayrim ve iyonlastirmay1
kolaylastirmak i¢in su fazina 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit eklenmistir.
Analitlerin optimum ayriminin ger¢eklesmesi icin yapilan pek ¢cok denemenin ardindan
en uygun UHPLC gradiyent profili 5-20% B (0-10 dk), 20% B (10-22 dk), 20-50% B
(22-36 dk), 95% B (36-40), 5% B (40-50 dk) seklinde optimize edilmistir. Hareketli faz
akis hiz1 0,25 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 4 pL olarak belirlenmistir.

Ucglii kuadrupol kiitle spektrometresi hem negatif hem de pozitif modda calisan
bir ESI (elektrosprey iyonlastirma) kaynagi ile donanimlidir. LC-ESI-MS/MS verileri
cihazda kayith olan by LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi ile
toplanarak islenmistir. Analitlerin miktarsal tayini i¢in cithaz ile MRM (multiple
reaction monitoring) modunda calisilmis ve molekiiler (parent) iyonlar bir veya iki
parcalanma {iriinii (product ions) (ilki kantitatif amach digeri kalitatif amagh
kullanilmistir) ile kombine edilmistir. Kiitle spektrometresinde optimize edilen diger
parametreler sunlardir: ara yiiz (interface) sicakligi; 350 °C, DL sicakligi; 250 °C, heat
block sicakligi; 400 °C, nebulizer gaz (N,) akisi; 3 L/dk ve kurutma gazi (N;) sicakligs;
15 L/dk.
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3.9. LCMS IT-TOF Cihaz1 ve Kromatografik Sartlar

Calisilan 14 Achillea tiiriiniin kloroform-metanol (1:1) ekstrelerinin fitokimyasal
iceriginin kalitatif olarak taranmasi i¢in Shimadzu LCMS IT-TOF cihazi kullanilmistir.
Bu hibrit cihaz sistemi UHPLC ile yiiksek ¢oziintirliikli bir kiitle spektrometresi olan
IT-TOF- MS sisteminden olusmaktadir. Shimadzu marka UHPLC sistem donanimi, bir
gradiyent pompa (LC-20AD), bir oto 6rnekleyici (SIL-20AC), bir gaz giderici (DGU-
20A3), bir iletisim modiilii (CBM-20A) ve bir kolon firin1 (CTO-20AC) icermektedir.

Kromatografik ayrim Shim-pack FC-ODS (1502 mm) kolon ile akis hizinin 0.2
mL/dk ve kolon sicakliginin 40 °C oldugu sartlarda gerceklestirilmistir. Enjeksiyon
hacmi 4uL olarak belirlenmistir. Ayrim gergeklestirilirken A (% 0.1 formik asit igeren
ultra saf su) ve B (% 100 asetonitril) hareketli fazlariyla gradiyent ellisyon yapilmigtir.
Uygulanan gradiyent, 0-5 dk (% 7.5 B), 5-40 dk (% 7.5-65 B), 40-60 dk (% 65-80 B),
60-70 dk (% 95 B) ve 70-83 dk (% 7.5 B) seklinde belirlenmistir.

Hibrit IT-TOF-MS yiiksek ¢oziinirlikli kiitle spektrometresi hem pozitif hem
de negatif modda calisan ESI iyonlastirma kaynagi ile donanmistir. Optimize edilmis
MS sartlar1 sdyledir: + ve - iyon modu; nebulizer gaz (Ny), 1.5 L/dk; kurutma gaz1 (Ny)
basinci, 100 kPa; CDL sicakligi, 200 °C; heat block sicakligi, 200 °C; dedektor voltaji,
1.63 kV; elektrosprey voltaji, -4.5 kV; kiitle araligi, m/z 100-1000 (MS1); TOF bolme
basinci, 1.4X10'4Pa; IT basinct 1.8x10“Pa ve iyon birikme zamani 30 msan. Data
toplama ve analizler LCMS Solution Version 3.41(Shimadzu, Japonya) yazilimi ile

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. LC-MS/MS ile 37 Fitokimyasal Maddenin Tanimlanmasi ve Kantitatif

Analizi

Tez ¢alismasimin bu kisminda, ¢alisilan Achillea tiirlerinin LC-MS/MS cihazi ile

toprak altt ve toprak istii kisimlarmin hem etanol hem de metanol-kloroform (1:1)

ekstrelerinin sekonder metabolit profilleri ¢ikarildi. LC-MS/MS ¢alismasinda 37 adet

fitokimyasal standart maddenin kalitatif ve kantitatif analizi i¢in ¢ok kapsamli bir metot

hazirlanarak validasyon ¢aligmalar1 yapildi.

LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (alikonma zamani (RT),

ana (parent) iyonlar: standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), belirleme

katsay1s1 (Rz), bagil standart sapma (RSD), belirleme ve tayin alt sinirlar1 (LOD/LOQ
(ng/L)), 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2) (U (%)) gizelge 4.1'de

verilmistir.

LC-MS/MS metodunda kullanilan kimyasallar ve siniflart sunlardir:

Fenolik asitler (15 adet): p-kumarik asit, o-kumarik asit, gallik asit,
kafeik asit, vanilik asit, salisilik asit, 4-hidroksi benzoik asit, ferulik asit,
klorojenik asit, rozmarinik asit, protokatesik asit, sinnamik asit, sinapinik
asit, sirinjik asit, pirokatekol.

Flavonoitler (17 adet): fisetin, hesperetin, naringenin, rutin, kersetin,
kamferol, mirisetin, kersitrin, luteolin, apigenin, Kkrisin, hesperidin,
likiritigenin, izokersitrin, apigetrin, roifolin, nikotiflorin.

Fenolik olmayan organik asitler (3 adet): kinik asit, malik asit,
fumarik asit.

Fenolik aldehit (1 adet): vanilin.

Benzopiran (1 adet): kumarin.

LC-MS/MS metodunda calisilan 37 kimyasalin molekiil yapilar1 Sekil 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.1. LC-MS/MS metodunda kullanilan fitokimyasallarin molekiil yapilari
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Sekil 4.2. LC-MS/MS metodunda kullanilan fitokimyasallarin molekiil yapilari (Devam)
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Sekil 4.3. LC-MS/MS metodunda kullanilan fitokimyasallarin molekiil yapilari (Devam)
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Sekil 4.4. LC-MS/MS metodunda kullanilan fitokimyasallarin molekiil yapilari (Devam)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.1. LC-MS/MS Metod Validasyon Parametreleri

Metodun performans Ozellikleri standart ¢ozeltiler, standart ekleme (spike)
yapilmis ve yapilmamis numuneler uygulanarak belirlenmistir. Bu amacgla metot
validasyonu kapsaminda dogrusallik (lineerite), gerceklik (geri kazanim), kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik), belirleme ve tayin alt sinir1 (LOD/LOQ) ile
bagil standart belirsizlik (U= 95% giiven seviyesinde (k=2)) parametreleri
degerlendirilmistir. Validasyon c¢alismalarina iliskin parametreler c¢izelge 4.1'de

gosterilmistir.

4.1.2. Dogrusallik (Lineerite)

37 adet fitokimyasal standart maddenin kalitatif ve Kkantitatif analizini
gerceklestirmek icin gruplandirma yapilarak 5 farkli konsantrasyon araliginda (Cizelge
4.2) kalibrasyon egrileri cizilmistir. LC-MS/MS metodundaki standartlarin lineer
araligmin belirlenmesi i¢in 3 tekrarli 6 noktali kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
Kalibrasyon egrilerine ait denklemler ve belirleme katsayilar (Rz) cizelge 4.1'de

gosterilmistir. Analitlerin kalibrasyon grafikleri EK 1-4’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Standart maddeler i¢in kullanilan kalibrasyon noktalarinin derigimleri (ug/L)

Grup  Analitler Kalib-1  Kalib-2  Kalib-3 Kalib-4 Kalib-5 Kalib-6
Hesperidin, p-kumarik asit, o-
kumarik asit, kafeik asit, salisilik
asit, klorojenik asit, hesperetin,
naringenin, rutin, apigenin,
krisin, likiritigenin, izokersitrin,
apigetrin, luteolin.

Rozmarinik asit, protokatesik asit,
2 fumarik asit, kersetin, kersitrin, 100 250 500 1000 2500 5000
roifolin, nikotiflorin.

Gallik asit, kinik asit, 4-OH-
benzoik  asit, ferulik  asit,

25 50 100 250 500 1000

3 P . - . . 250 500 1000 2500 5000 10000
sinapinik asit, vanilin, malik asit,
fisetin, mirisetin

4 Kumarin, =~ pirokatekol, vanilik 2500 5000 10000 15000 20000
asit, sirinjik asit, kamferol.

5 Sinamik asit 5000 7500 10000 12500 15000 20000

4.1.3. Gergeklik (Geri Kazanim) ve Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Metodun gergeklik ve kesinlik ¢alismalari, segilen bir Achillea ekstresine ayni
giinde alti defa ve farkli giinler igerisinde (3 farkli giinde) altisar defa ¢ farkli
konsantrasyonda (diisiik, orta ve yliksek) her standardin kalibrasyonuna gore standart

ekleme yapilarak gergeklestirilmistir. Ayn1 giin ve farkli gilinlerde yapilan galismalar
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sonucunda, gergeklik ve kesinligi belirlemek iizere geri kazanim ve % RSD degerleri
bulunmustur (Cizelge 4.1). Ayrica gergeklik ve kesinlik ¢alismalarina iliskin datalar EkK
61-168’de verilmistir.

4.1.4. Belirleme ve Tayin Alt Sinirlar1 (LOD/LOQ)

LC-MS/MS metodunda kullanilan standartlarin belirleme (LOD) ve tayin (LOQ)
alt sinirlarinin tespit edilmesinde analit igermeyen bir ekstreden hazirlanan 10 es 6rnege
standardin sinyal verdigi en diisiik derisimde standart ekleme yapilarak cihaza enjekte
edilmistir. LOD ve LOQ degerleri asagidaki esitliklere gore hesaplanmistir (Cizelge
4.1):

LOD=Ortalama+3xStandart Sapma
LOQ= Ortalama+10xStandart Sapma

Ayrica LOD ve LOQ calismalarina iliskin datalar Ek 5’te verilmistir.

4.1.5. Bagil Standart Belirsizlik (U%)

Analitlerin standart bagil belirsizlikleri EURACHEM Guide’a gore gerceklik
(geri kazanim) ve kesinlik ¢alismalariyla belirlenmistir (EURACHEM CITAC Guide,
2004). Herbir analit i¢in yapilan belirsizlik ¢alismalarinin detaylart Ek 61-168’de

gosterilmistir.

4.1.6. LC-MS/MS ile Cahsilan Achillea Tiirlerindeki Fitokimyasallarin
Kantitatif Analizi

14 Achillea tiiriiniin fitokimyasal madde igerikleri (kalitatif ve kantitatif olarak)
LC-MS/MS cihazinda validasyon c¢alismalar1 yapilan metot ile belirlendi. Calisilan
tiirlerin tiim ekstrelerinin fenolik asitlerce ve birgok ekstrenin flavonoidlerce zengin
oldugu goriilmektedir. Bu tiirlerin hem etanol hem de metanol-kloroform (1:1) ekstreleri
analiz edildi. Sonuglar, Cizelge 4.3,4.4,4.5,4.6,4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11°de verilmistir.

4.1.6.1. Metanol-Kloroform (1:1) Ekstrelerinin incelenmesi

Achillea tiirleri incelendiginde genel olarak fenolik asit bakimindan toprak alti
ekstresinin toprak iistii kismina gore daha zengin, flavonoidler agisindan ise bunun tam

tersi oldugu goriilmektedir. Calisilan Achillea tiirlerinin toprak alti ve toprak istii

107



4. BULGULAR VE TARTISMA

kisimlarinin metanol-kloroform (1:1) ekstrelerinin LC-MS/MS ile kantitatif analizine
iliskin sonuclar asagida degerlendirilmistir. Verilen miktarlar pg analit/g ekstre

cinsindendir.

A. monocephala’nin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarinda kinik asit (sirasiyla
29136.17 ve 14652.8), fumarik asit (sirasiyla 12986.93 ve 3430.83), klorojenik asit
(swrasiyla 22666.9 ve 8213.09) ve vanilik asit (sirasiyla 1811.78 ve 1468.81) kayda
deger miktardadir. Bunun yaninda A. monocephala’nin toprak alti ekstresinde dikkate
deger miktarda kafeik asit (2358.22) vardir. Ayrica bu tiiriin toprak iistii kisimlarinda
luteolin (1134.82) ve apigenin (2211.27) flavonoidleri goze carpmaktadir.

A. nobilis tiirtiniin toprak alt1 ve toprak tstii kisimlarinda da, kinik asit (sirasiyla
26301.69 vell475.37), malik asit (sirasiyla 6203.86 ve 8087.27), klorojenik asit
(swrastyla 31983.8 ve 12561.5) ve kafeik asit (toprak alti: 2862.66) kayda deger
miktardadir. Bunun yaninda A. nobilis’in toprak tstii kisimlarinda apigetrin (330.45),
kesretin  (295.99), luteolin (876.26) ve apigenin (1495.44) flavonoidleri goze
carpmaktadir.

A. goniocephala tiiriiniin toprak alt1 ve toprak tistii kisimlarina bakacak olursak,
kinik (sirasiyla 5460.06 ve 6693.52), malik (sirasiyla 1560.67 ve 2890.53), klorojenik
(swrastyla 7662.71 ve 5569.28) ve vanilik asitler (sirasiyla 7662.71 ve 2319.19) 6nemli
miktardadir. Ayrica bu tiirlin toprak tistii kisminda rutin(2906.9), hesperidin (1244.77),
izokersitrin (763.22) ve luteolin (588.32) kayda deger miktardadirlar.

A. sintenisii tliriintin toprak alti ve toprak tstii kisimlarinda 6nemli miktarda
bulunan fenolik bilesenler sunlardir: kinik asit (sirasiyla 4999.64 ve 2149.06), fumarik
asit (swrastyla 2295.12 ve 1211.81), klorojenik asit (sirasiyla 2790.66 ve 1840.88) ve
vanilik asit (sirasiyla 3543.48 ve 902.58). Ayrica bu tiiriin toprak iistii kisminda luteolin
(774.64) ve apigenin (444.85) flavonoidleri gbze ¢arpmaktadir.

A. coarctata tiirliniin toprak alti ve toprak {istii kisimlarina bakilacak olursa,
kinik (sirasiyla 11403.52 ve 14375.68), malik (sirasiyla 7063.26 ve 7260.8), fumarik
asit (sirasiyla 2503.21 ve 2370.24), klorojenik (sirasiyla 13803.1 ve 6803.31) ve vanilik
asitler (sirastyla 2360.13 ve 1034.98) 6nemli miktardadir. Ayrica bu tiiriin toprak stii
kisminda rutin (5410.5), hesperidin (2775.2), izokersitrin (523.22) ve luteolin (561.32)
kayda deger miktardadirlar.
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A. kotschyi tiiriiniin toprak alt1 ve toprak tstii kisimlar1 incelendiginde, kinik
(swrasiyla 27039.16 ve 22933.86), malik (sirasiyla 9154.24 ve 9326.51), klorojenik
(strastyla 51065.9 ve 13651.9) asitler 6nemli miktardadirlar. Bununla birlikte bu tiiriin
toprak Ustii kisminda rutin (2334.74), hesperidin (1026.07), izokersitrin (1912.14),
apigetrin (3472.24), luteolin (1492.34) ve apigenin (1629.36) flavonoidleri goze
carpmaktadir.

A. millefolium tiirtiniin toprak alt1 ve toprak stii kisimlarinda da, kinik (sirastyla
8892.92 ve 11313.68), malik (sirasiyla 7767.44 ve 12945.44), fumarik (sirasiyla
2303.34 ve 2650.24) ve klorojenik (sirasiyla 8044.43 ve 7254.8) asitler ile rutin
(sirasiyla 5526.96 ve 5477.93), hesperidin (sirasiyla 1772.42 ve 2018.19), izokersitrin
(swrasiyla 784.6 ve 716.58), apigetrin (sirasiyla 1070.94 ve 999.49), luteolin (sirasiyla
1300.12 ve 1279.92) ve apigenin (sirastyla 400.14 ve 469.11) flavonoidleri kayda deger

miktardadirlar.

A. lycaonica tiirii incelenecek olursa kinik (toprak alti; 15166.66), malik (toprak
alti; 2821.72, toprak {istli; 8572.75), klorojenik (toprak alti; 12682.7, toprak {isti;
2424.83), vanilik (toprak alti; 2123.72) ve kafeik asitler (toprak alti; 1641.72) dikkate

deger orandadirlar.

A. wilhelmsii tiiriiniin toprak alti ve toprak istii kisimlarina bakilacak olursa,
kinik (sirasiyla 16249.27 ve 5376.98), malik (sirasiyla 4561.66 ve 4035.27) ve
klorojenik (sirastyla 18429.4 ve 5793.79) asitler onemli miktarda vardir.

A. spinulifolia tiirtiniin toprak alt1 ve toprak tstii kisimlar1 incelendiginde, kinik
(swrasiyla 16857.29 ve 8070.33), malik (sirasiyla 2574.58 ve 5120.19), fumarik
(swrastyla 3205.79 ve 1994.04), klorojenik (sirasiyla 20553.6 ve 5776.53) ve vanilik
asitler (sirasiyla 4120.21 ve 1869.63) ve toprak alti kisminda vanilin (1400.22) kayda
deger miktarda mevcuttur. Bununla birlikte bu tiiriin toprak dstii kisminda rutin
(2198.4), hesperidin (898.41), izokersitrin (1291.28), luteolin (721.5) ve naringenin

(579.73) flavonoidleri 6nemli miktarda vardir.

A. teretifolia tiiriiniin toprak alti ve toprak dstii kisimlarinda kinik (sirasiyla
10191.81 ve 11571.33), malik (swrasiyla 8410.86 ve 6123.28), fumarik (sirasiyla
2326.74 ve 1486.88), klorojenik (sirasiyla 12360.7 ve 15762.9) ve vanilik asitler (toprak
altt kisminda; 3603.33) ve vanilin (toprak alti kisminda; 2186.15) 06nemli
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miktardadirlar. Ayrica flavonoidlerden toprak iistiinde rutin (819.92), luteolin (299.14)
ve kamferol (454.23) kayda deger miktardadir.

A. biebersteinii tiriiniin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlari incelendiginde malik
(swrasiyla 5111.99 ve 4907.9) ve klorojenik (sirasiyla 6061.5 ve 1478.15) asitler goze
carpmaktadir. Ayrica tliriin toprak tstii kisminda flavonoidlerden izokersitrin (685.37),
apigetrin  (958.82), luteolin (2251.62) ve apigenin (1634.49) o6nemli miktarda

bulunmustur.

A. setacea tiiriiniin toprak alt1 ve toprak istii kistmlaria bakilacak olursa, kinik
(sirastyla 14375.78 ve 12155.59), malik (sirasiyla 9189.34 ve 10163.53), klorojenik
asitler (sirasiyla 13098.7 ve 4816.38) onemli miktarda bulunmustur. Ayrica bu tiiriin
toprak st kisminda rutin (4031.24), hesperidin (1447.11), izokersitrin (787.75),
apigetrin (551.64), luteolin (1137.08) ve apigenin (441.06) kayda deger miktardadirlar.

A. schischkinii tiiriiniin toprak alt1 ve toprak istii kisimlari incelenecek olursa
kinik (sirastyla 20558.16 ve 15654.68), malik (sirasiyla 3417.5 ve 3392.77), fumarik
(sirastyla 2103.42 ve 2024.28), klorojenik (sirasiyla 11536.5 ve 12430.3) ve vanilik
asitler (sirasiyla 3707.74 ve 1273.18) kayda deger miktarda bulunmuslardir. Ayrica bu
tiirlin toprak stii kisminda rutin (2350.23), hesperidin (927.43), izokersitrin (1305.29)
ve luteolin (1476.68) flavonoidler dikkate deger miktardadir.

Cizelge 4.3. Achillea tiirlerinin metanol-kloroform ekstrelerinin LC-MS-MS ile Kantitatif analizi
(Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir. 1: Kinik asit, 2: Malik asit, 3: Fumarik asit, 4:
Gallik asit, 5: Protokatesik asit, 6: Pirokatekol, 7: Klorojenik asit, 8: 4-OH-benzoik asit, 9:
Vanilik asit, 10: Kafeik asit) (Derisim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir (Toprak Ustii) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A. schischkinii 15654.68 3392.77  2024.28 - 191.78 - 1243030 - 1273.18 262.25
A. setacea 1215559 1016353 239759 - 14598 - 481638 - 1381.24 176.90
A. biebersteinii 1384.85  4907.9 130523 - 366.82 - 147815 - 1094.19 145.28
A. teretifolia 11571.33 6123.28  1486.88 - 10043 - 15762.9 - 37445  123.18
A. spinulifolia 8070.33  5120.19  1994.04 - 20929 - 577653 - 1869.63 251.32
A. wilhelmsii 5376.98 403527 102546 - 69.60 - 5793.79 - 47388  98.09
A. lycaonica 194837 857275 142411 - 53.14 - 242483 - 676.59  70.90
A. millefolium 11313.68 1294544  2650.24 - 20202 - 725480 @ - 1008.75 127.98
A. kotschyi 22933.86 932651 184159 - 32440 - 136519 - 642.81  220.87
A. coarctata 14375.68 7260.80  2370.24 - 232.82 - 680331 - 1034.98 99.77
A. sintenisii 2149.06 113953 121181 - 51.040 - 1840.88 - 90258  45.71
A. goniocephala 669352 289053  1809.80 - 198.38 - 556928 - 2319.19 49851
A. nobilis 1147537 808727  1586.90 - 14875 - 1256150 - 382.60 378.58
A. monocephala 14652.80 881.48 3430.83 - 319.98 - 821309 - 1468.81 216.58
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Cizelge 4.3. (Devam)

Tiir (Toprak Altr) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A. schischkinii 20558.16 3417.500 2103.42 - 26029 - 1153650 - 3707.74  979.79
A. setacea 1437578  9189.34 198806 -  80.75 - 13098.70 - 219297  269.03
A. biebersteinii 205753  5111.99 197219 - 27888 -  6061.50 - 220859  148.63
A. teretifolia 10191.81  8410.86 232674 - 27530 - 12360.70 - 3603.33  221.46
A. spinulifolia 16857.29 257458 320579 - 32003 - 20553.60 - 412021  833.49
A. wilhelmsii 16249.27  4561.66 104330 - 12377 - 1842940 - 13384  141.18
A. lycaonica 15166.66 2821.72  1664.18 - 14648 - 1268270 - 212372 1641.72
A. millefolium 8892.92 776744 230334 - 180.72 - 804443 - 116332 128.85
A. kotschyi 27039.16 915424 193610 - 20018 - 5106590 - 976.08  257.18
A. coarctata 1140352 7063.26 250321 - 211.04 - 1380310 - 2360.13  90.29
A. sintenisii 4999.64  1273.00 229512 - 13098 -  2790.66 - 354348  267.71
A. goniocephala 5460.06  1560.67  1988.42 - 23131 - 766271 - 4780.55 692.84
A. nobilis 26301.69 6203.86 107260 - 10748 - 3198380 - 79446  2862.66
A. monocephala 29136.17  1184.15 1298693 -  409.41 - 2266690 - 181178 2358.22

Cizelge 4.4. Achillea tiirlerinin metanol-kloroform ekstrelerinin LC-MS-MS ile kantitatif analizi
(Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir. 11: Sirinjik asit, 12: Vanilin, 13: Salisilik asit,
14: p-kumarik asit, 15: Rutin, 16: Ferulik asit, 17: Sinapinik asit, 18: Hesperidin, 19:
Izokersitrin, 20: Rozmarinik asit) (Derisim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir (Toprak Ustii) 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
A. schischkinii - 44801 199.72  67.47 2350.23  131.08 - 927.43 1305.29 70.72
A. setacea - 239.68 12608 2356  4031.24 - - 1447.11 787.75 -
A. biebersteinii - 23673 17395  29.97 39.16 - - 23.98 685.37 -
A. teretifolia - 14045 6054 27.79 819.92 - - 293.04 245.92 -
A. spinulifolia - 38505 15451  29.97 2198.4 - - 898.41 1291.28 -
A. wilhelmsii - 99.37 12995 1358 106.32 - - 66.52 215.32 -
A. lycaonica - 12848 6398  13.16 10.76 - - 6.35 13.45 -
A. millefolium - 16086 207.32 29.12  5477.93  89.84 - 2018.19 716.58 -
A. kotschyi - 15070 286.90 2659  2334.74 - - 1026.07  1912.14 -
A. coarctata - 11360 23404 1896  5410.50 - - 277520 523.22 -
A. sintenisii - 28121 3882 69.07 265.04 - - 184.62 4412 -
A.goniocephala - 99789 22138 8965  2906.90 - - 1244.77 763.22 -
A. nobilis - 90.29 10361  25.63 14.64 - - 5.75 104.97 -
A.monocephala - 14467 8045 1355 7.29 101.10 - - 15.31 -
Tiir (Toprak Alt1)

A. schischkinii - 119867 77.69 25449 14187 34738 - 86.27 28.72 -
A. setacea - 37240 13946  37.36 74.85 11827 - 46.18 50.25 -
A. biebersteinii - 38398 11378 9855 10.42 - - 6.24 159.97 -
A. teretifolia - 218615 158.76  122.00  115.36 - - 57.27 41.57 -
A. spinulifolia - 140022 33214 16525 34997 17309 - 174.57 145.77 -
A. wilhelmsii - 32839 2330  137.65 52.94 46.49 - 32.30 29.49 -
A. lycaonica - 45651 17.35 19320 10556 14226 - 63.52 111.69 -
A. millefolium - 16666 119.14 2511  5526.96 - - 1772.42 784.6 -
A. kotschyi - 20267 11635 10575  100.48 - - 55.80 98.37 -
A. coarctata - 42210 100.81  69.90 885.40 23563 - 439.69 178.58 -
A. sintenisii - 175878 4952  226.05 30245 - - 116.81 113.27 -
A.goniocephala - 138491 6682  290.67 19337 18859 - 114.60 79.27 -
A. nobilis - 26444  80.83  91.05 44.50 - - 24.66 23.67 -
A. monocephala - 46323 160.88 370.18 30.59 - - 15.84 16.57 -
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Cizelge 4.5. Achillea tirlerinin metanol-kloroform ekstrelerinin LC-MS-MS
ile kantitatif analizi (Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir.
21: Nikotiflorin, 22: o-kumarik asit, 23: Roifolin, 24: Kersitrin,
25: Apigetrin, 26: Kumarin, 27: Mirisetin, 28: Fisetin, 29:
Sinnamik asit) (Derisim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir (Toprak Ustii) 21 22 23 24 25 26 27 28 29
A. schischkinii 23822 - - - 7217 - - -
A. setacea 10427 - - - 551.64 - - -
A. biebersteinii 15.42 - - - 958.82 - - -
A. teretifolia 77.80 - - - 7.66 - - -
A. spinulifolia 7035 - - - 9.30 - - -
A. wilhelmsii - - - - 7.18 - - -
A. lycaonica - 6.17 - - -
A. millefolium 12209 - - - 999.49 - - }
A. kotschyi 87.34 - - - 347224 - - -
A. coarctata 25317 - - . 47.75 - - -
A. sintenisii 62.49 - - - 106.10 - - -
A. goniocephala 18644 - - - 34.42 .
A. nobilis - - - - 330.45 - - -
A. monocephala - - - - 171.86 - - -
Tiir (Toprak Altr)

A. schischkinii - - - - 11.72 - - -
A. setacea - - - - 30.10 - - -
A. biebersteinii - - - - 17.87 - - -
A. teretifolia 14.91 - - - 11.93 - - -
A. spinulifolia - - - - 6.31 - - -
A. wilhelmsii - - - - - - - -
A. lycaonica - - - - 36.55 - - -
A. millefolium 119.07 - - - 1070.94 - - -
A. kotschyi - - - - 53.23 - - -
A. coarctata 30.56 - - - 1.92 - - -
A. sintenisii 79.68 - - - 20.16 - - -
A. goniocephala - - - - - - - -
A. nobilis - - - - 12.92 - - -
A. monocephala - - - - - - - -

Cizelge 4.6. Achillea tiirlerinin metanol-kloroform ekstrelerinin LC-MS-MS ile kantitatif
analizi (Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir30: Likiritigenin, 31:
Kersetin, 32: Luteolin, 33: Naringenin, 34: Apigenin, 35: Hesperetin, 36:
Kamferol, 37: Krisin) (Derigim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir (Toprak Ustii) 30 31 32 33 34 35 36 37
A. schischkinii - 15450 147668  157.02 112.16 52.99 - -
A. setacea - 14586  1137.08 1361 441.06 6.90 - 123.26
A. biebersteinii - 51068  2251.62 39.69 1634.49 5.82 42.98 5.10
A. teretifolia - 17727 299.14 17.69 58.72 - 454.23 -
A. spinulifolia - 15390 72150  579.73 33.31 111.16 - -
A. wilhelmsii - 16.15 119.33 - 12.75 - - B
A. lycaonica - 7.58 208.39 - 14.51 - - -
A. millefolium - 54.63 1279.92 - 469.11 - - -
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Cizelge 4.6. Achillea tiirlerinin metanol-kloroform ekstrelerinin LC-MS-MS ile kantitatif
analizi (Devam)

Tiir (Toprak Ustii) 30 31 32 33 34 35 36 37
A. kotschyi - 33558 149234 2235  1629.36 3.44

A. coarctata - 20841 56132 9.53 84.52 6.47

A. sintenisii - 774.64 12.96 444.85 6.97
A.goniocephala - 11839 58832 32.05 51.38 38.85 -

A. nobilis - 29599  876.26 1230  1495.44 7.30 77.89
A.monocephala - 5441 113482 2372 2211.27 9.55

Tiir (Toprak Alt)

A. schischkinii - - 54.25 - 7.29 - -
A. setacea - - 36.79 - 13.55 - - 12.69
A. biebersteinii - 10858 69.25 - 35.01

A. teretifolia - - 39.88 - 15.32

A. spinulifolia - 5.08 107.84 - 10.07

A. wilhelmsii - - 10.36 - 3.29

A. lycaonica - 1750 134.63 - 67.01

A. millefolium - 131.02  1300.12 - 400.14

A. kotschyi - 2440 29.28 - 25.15

A. coarctata - - 29.11 - 6.31 -

A. sintenisii - 10.62 339.16 9.88 48.86 7.71

A. goniocephala - - 45.34 12.77 3.69 -

A. nobilis - 3816 143.08 - 390.77

A. monocephala - - 41.75 - 12.83

4.1.6.2. Etanol Ekstrelerinin incelenmesi

Achillea tiirleri incelendiginde incelenen fitokimyasallardan bazilarinin metanol-
kloroform (1:1) bazilarinin da etanol ekstresinde ¢ok ¢iktig1 gézlemlenmistir. Calisilan
Achillea tiirlerinin toprak alti ve toprak istii kisimlarinin etanol ekstrelerinin LC-
MS/MS ile kantitatif analizine iliskin sonuglar asagida degerlendirilmistir. Verilen

miktarlar pg analit/g ekstre cinsindendir.

A. monocephala’nin toprak tistii ve toprak alti kisimlarinda kinik (sirasiyla
10996.89 ve 33190.45), fumarik (sirasiyla 5105.82 ve 9390.42), klorojenik (sirasiyla
12733.6 ve 25990.9), vanilik (sirasiyla 1812.55 ve 1750.77) ve kafeik asitler (toprak
istii: 2674.49) kayda deger miktardadir. Ayrica bu tiiriin toprak istii kisimlarinda
luteolin (2343.39) ve apigenin (5205.2) flavonoidleri géze ¢arpmaktadir.

A. nobilis tliriiniin toprak tistii ve toprak alt1 kisimlarinda da, kinik asit (sirastyla
10354.27 ve 8024.03), malik asit (sirastyla 3613.71 ve 6984.96) ve Kklorojenik asitler
(swrasiyla 21303.1 ve 46407) kayda deger miktardadir. Bunun yaninda A. nobilis’in
toprak Ustii kisimlarinda rutin (2440), hesperidin (511.66), izokersitrin (2234.09),
kersetin (621.45) ve luteolin (563.37) flavonoidleri goze ¢arpmaktadir.
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A. goniocephala tiiriiniin toprak iistii ve toprak alt1 kisimlarina bakacak olursak,
kinik (sirasiyla 8945.28 ve 4749.99), malik (sirasiyla 3268.45 ve 1025.9), klorojenik
(swrastyla 13663.8 ve 5440.9) ve vanilik asitler (sirasiyla 1321.29 ve 5376.57) onemli
miktardadir. Ayrica bu tiiriin toprak iistii kisminda rutin (5961.2), hesperidin (1859.84),
izokersitrin (2053.51) ve luteolin (830.08) kayda deger miktardadirlar.

A. sintenisii tirliniin toprak istii ve toprak alti kisimlarinda 6nemli miktarda
bulunan fenolik bilesenler sunlardir: kinik asit (sirasiyla 2689.41 ve 6335.38),
klorojenik asit (sirastyla 3085.73 ve 2474.77) ve toprak alti kisminda vanilik asit
(1982.04) ve vanilin (1707.28). Ayrica tiiriin toprak iisti kisminda rutin (650.31),
luteolin (1395.23) ve apigenin (608.18) flavonoidleri géze ¢arpmaktadir.

A. coarctata tiirliniin toprak iistii ve toprak alti kisimlarina bakilacak olursa,
kinik (sirastyla 14353.52 ve 13087.58), malik (sirasiyla 6787.14 ve 6835.89), klorojenik
(sirastyla 11455.5 ve 20212.4) ve vanilik asitler (sirasiyla 1076.59 ve 1221.54) ile rutin
(swrastyla 11120.52 ve 1248.82) onemli miktardadir. Ayrica bu tiiriin toprak iistii
kisminda hesperidin (3949.89), izokersitrin (1262.16) kersetin (1081.84) ve luteolin
(854.07) kayda deger miktardadirlar.

A. kotschyi tiirliniin toprak iistli ve toprak alti kisimlar1 incelendiginde, kinik
(swrasiyla 15784.55 ve 22706.73), malik (sirasiyla 5343.31 ve 3474.18), klorojenik
(sirastyla 24257.9 ve 55812.2) asitler 6nemli miktardadirlar. Bununla birlikte bu tiiriin
toprak Ustii kisminda rutin (4018.88), hesperidin (1210.77), izokersitrin (3535.16),
apigetrin (5358.4), kersetin (591.84), luteolin (1518.62) ve apigenin (2167.55)

flavonoidleri goze ¢arpmaktadir.

A. millefolium tiiriinlin toprak iistii ve toprak alt1 kisimlarinda da, kinik (sirasiyla
8960.77 ve 8287.72), malik (sirasiyla 10067.45 ve 5514.18) ve klorojenik (sirastyla
11249.7 ve 11406.9) asitler kayda deger miktardadirlar. Ayrica bu tiirlin toprak stii
kisminda rutin (7696.17), hesperidin (2245.19), izokersitrin (1328.87), apigetrin
(1464.77), luteolin (1497.72) ve apigenin (419.53) flavonoidleri dikkate deger

miktardadirlar.

A. lycaonica tiirii incelenecek olursa kinik (toprak alti; 7695.4), malik (toprak
istii; 7056.43, toprak iistii; 8572.75), klorojenik (toprak alti; 9030.99, toprak iistii;
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4978.32) ve kafeik asitler (toprak alti; 1396.22) ile luteolin (toprak tstii; 480.52) dikkate

deger orandadirlar.

A. wilhelmsii tiiriiniin toprak iistii ve toprak altt kisimlarina bakilacak olursa,
kinik (swrastyla 16163.94 ve 15776.34), malik (sirasiyla 11038.45 ve 3722.71) ve
klorojenik (sirastyla 18354.7 ve 15483.6) asitler onemli miktarda vardir.

A. spinulifolia tiiriiniin toprak istii ve toprak alti1 kisimlari incelendiginde, kinik
(swrasiyla 6720.17 ve 17631.42), klorojenik (sirastyla 10670.5 ve 28277.8) ve vanilik
asitler (sirastyla 1609 ve 2481.97) ve toprak altt kisminda vanilin (1278.91) kayda
deger miktarda mevcuttur. Bununla birlikte bu tiiriin toprak dstii kisminda rutin
(3383.97), hesperidin (1309.23), izokersitrin (2241.42), luteolin (727.23) ve naringenin

(328.63) flavonoidleri onemli miktarda vardir.

A. teretifolia tiirliniin toprak istii ve toprak alti kisimlarinda kinik (sirasiyla
6194.91 ve 7643.08), malik (sirastyla 3405.83 ve 4000.83), klorojenik (sirasiyla
5646.06 ve 15820.3) ve vanilik asitler (toprak alti kisminda; 2035.01) o6nemli
miktardadirlar. Ayrica flavonoidlerden toprak iistii ve toprak alti kisimlarinda rutin
(sirastyla 672.56 ve 672.12), izokersitrin (sirastyla 635.42 ve 672.12), kersetin (sirasiyla
4432.36 ve 9085.56), toprak iistii kisminda luteolin (2613.32) kayda deger miktardadir.

A. biebersteinii tiirliniin toprak istii ve toprak alt1 kisimlart incelendiginde malik
(sirastyla 3040.6 ve 3536.3), klorojenik (sirasiyla 1874.46 ve 7533.31) asitler goze
carpmaktadir. Ayrica tiiriin toprak iistii kisminda flavonoidlerden izokersitrin (918.84),
apigetrin (1599.57), kersetin (662.56), luteolin (2535.41) ve apigenin (1496.74) 6nemli

miktarda bulunmustur.

A. setacea tiiriiniin toprak tistii ve toprak alt1 kisimlarina bakilacak olursa, kinik
(swrasiyla 10067.71 ve 8023.43), malik (sirastyla 5812.82 ve 6192.07), klorojenik asitler
(swrastyla 7435.26 ve 15923.7) onemli miktarda bulunmustur. Ayrica bu tiiriin toprak
istli kisminda rutin (7461.23), hesperidin (2562.7), izokersitrin (1162.85), apigetrin
(1098.25), luteolin (1824.69) ve apigenin (523.16) kayda deger miktardadirlar.

A. schischkinii tiiriniin toprak {stii ve toprak alti kisimlar1 incelenecek olursa
kinik (sirasiyla 38293.02 ve 24116.77), malik (swrasiyla 9990.55 ve 3007.55) ve
klorojenik (sirastyla 17894.4 ve 21860.6) kayda deger miktarda bulunmuslardir. Ayrica
bu tiiriin toprak dstii kisminda rutin (1108.34), hesperidin (441.85), izokersitrin
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(1167.57) kersetin (515.66) ve luteolin (1930.59) flavonoidler dikkate deger

miktardadir.

Tim ekstreler (14 Achillea tiirliniin toprak istii ve toprak dstii kisimlariin
etanol ile metanol-kloroform (1:1) ekstreleri) dikkate alindiginda her bir analitin

miktarinin en ¢cok oldugu ekstre asagida ¢izelge 4.7.'te gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Analitlerin miktarinin (ug analit/g ekstre) en ¢ok bulundugu ekstreler (TU: Toprak
iistli, TA: Toprak altr)

No  Analit Miktar1 en ¢ok olan tiir Ekstre Miktar

1 Kumarin* - - -

4 o-kumarik asit - - -

5 Gallik asit - - -

10 4-OH-benzoik asit - - -

15 Sinamik asit - - -

16 Sinapinik asit - - -

19 Pirokatekol - - -

21 Sirinjik asit - - -

26 Kersitrin - - -

29 Likiritigenin - - -

32 Roifolin - - -

34 Fisetin - - -

36 Mirisetin A. teretifolia Etanol-TA 21.15

22 Hesperetin A. spinulifolia MeOH-CHClI5;-TU 111.16
13 Rozmarinik asit A. schischkinii MeOH-CHCI;-TU 70.72

28  Krisin A. setacea Etanol-TU 196.68

8 Salisilik asit A. spinulifolia MeOH-CHCI5;-TA 332.14
11 Ferulik asit A. schischkinii MeOH-CHCI;-TA 347.38

3 p-Kumarik asit A. monocephala MeOH-CHCI3-TA 370.18
37 Kamferol A. teretifolia MeOH-CHCI;-TU 454.23
14 Protokatesik asit A. biebersteinii Etanol-TU 451.93
23 Naringenin A. spinulifolia MeOH-CHCI5;-TU 579.73
33 Nikotiflorin A. goniocephala Etanol-TU 615.97
18 Vanilin A. teretifolia MeOH-CHCI3-TA 2186.15
35  Luteolin A. teretifolia Etanol-TU 2613.32
6 Kafeik asit A. nobilis MeOH-CHCI;-TA 2862.66
31  Apigetrin A. kotschyi MeOH-CHCI5-TU 3472.24
30 [zokersitrin A. kotschyi Etanol-TU 3535.16
2 Hesperidin A. coarctata Etanol-TU 3949.89
27  Apigenin A. monocephala Etanol-TU 5205.2

7 Vanilik asit A. goniocephala Etanol-TA 5376.57
25 Kersetin A. teretifolia Etanol-TA 9085.56
24 Rutin A. coarctata Etanol-TU 11120.52
20  Malik asit A. millefolium MeOH-CHClI;-TU 12945.44
17 Fumarik asit A. monocephala MeOH-CHCI5;-TA 12986.93
9 Kinik asit A. schischkinii Etanol-TU 38293.02
12 Klorojenik asit A. kotschyi Etanol -TA 55812.20
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Cizelge 4.8. Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin LC-MS-MS ile kantitatif analizi (Fitokimyasallar
numaralarla belirtilmistir. 1: Kinik asit, 2: Malik asit, 3: Fumarik asit, 4: Gallik asit, 5:
Protokatesik asit, 6: Pirokatekol, 7: Klorojenik asit, 8: 4-OH-benzoik asit, 9: Vanilik
asit, 10: Kafeik asit) (Derigim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir (Toprak Alt1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A. schischkinii 24116.77 300755 1121.66 - 21430 -  21860.60 - 1981.17  2414.94
A. setacea 8023.43 619207 1412.62 - 9359 - 15923.70 - 1802.89 341.94
A. biebersteinii 179430 3536.30 1488.68 - 21347 -  7533.31 - 1622.97 179.23
A. teretifolia 7643.08  4000.83 1100.88 - 36112 -  15820.30 - 2035.01 599.27
A. spinulifolia 1763142 97122 172779 - 25485 -  28277.80 - 2481.97  1305.97
A. wilhelmsii 15776.34 372271 70262 - 67.91 - 15483.60 - 443,61 105.02
A. lycaonica 769540 173038  859.52 - 92.22 - 9030.99 - 581.47 1396.22
A. millefolium 8287.72  5514.18  1444.08 - 55.73 - 11406.90 - 1188.17 301.18
A. kotschyi 22706.73 347418 1016.95 - 11690 -  55812.20 - 489.77 237.59
A. coarctata 13087.58 6835.89 1101.26 - 9205 - 20212.40 - 122154 210.12
A. sintenisii 6335.38 49455 139523 - 7807 - 247477 - 1982.04 637.12
A. goniocephala  4749.99 102590 1293.00 - - - 5440.90 - 5376.57 511.03
A. nobilis 8024.03 698496 897.76 - 10140 -  46407.00 - 1401.27 189.10
A. monocephala 3319045 1547.07 939042 - 37331 -  25990.9 - 1750.77  2674.49
Tiir (Toprak ﬁstﬁ)

A. schischkinii 38293.02 9990.55 144339 - 41213 -  17894.40 - 476.06 345.60
A. setacea 10067.71 5812.82 1333.00 - 12966 - 743526 - 948.37 232.09
A. biebersteinii 1373.68  3040.60 95407 - 45193 -  1874.46 - 648.84 129.70
A. teretifolia 6194.91  3405.83 144257 - 32667 -  5646.06 - 1278.64 265.26
A. spinulifolia 6720.17  2799.63 134842 - 22839 - 1067050 - 1609.00 302.89
A. wilhelmsii 16163.94 11038.45 2011.01 - 21391 -  18354.70 - 438.23 202.82
A. lycaonica 2509.40  7056.43  803.66 - 86.75 -  4978.32 - 42991 105.31
A. millefolium 8960.77 10067.45 1216.86 - 14403 -  11249.70 - 348.86 231.22
A. kotschyi 1578455 534331 109750 - 34384 - 24257.90 - 599.11 307.11
A. coarctata 1435352 6787.14 1637.13 - 30515 - 1145550 - 1076.59 183.14
A. sintenisii 2689.41  694.04 74729 - 7312 - 3085.73 - 812.19 165.22
A.goniocephala 894528 326845 124063 - 20423 -  13663.80 - 1321.29 309.86
A. nobilis 10354.27 3613.71 109780 - 17877 -  21303.10 - 703.49 160.83
A. monocephala 10996.89  502.04 510582 - 35129 -  12733.60 - 1812.55 314.21

Cizelge 4.9. Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin LC-MS-MS ile kantitatif analizi (Fitokimyasallar
numaralarla belirtilmistir.11: Sirinjik asit, 12: Vanilin, 13: Salisilik asit, 14: p-kumarik
asit, 15: Rutin, 16: Ferulik asit, 17: Sinapinik asit, 18: Hesperidin, 19: Izokersitrin, 20:
Rozmarinik asit) (Derisim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir (Toprak Altr) 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
A. schischkinii - 904.02 3485  297.71 173.82 32895 - 10115 50.60 -
A. setacea - 603.78 10580  40.26 87.36 - - 49.06 42.91 -
A. biebersteinii - 45970 6356  57.32 - - - - 151.37 -
A. teretifolia - 41197 14082  46.87 672.12 - - 29288 63542 -
A. spinulifolia - 127891 17550 13408  310.40 - - 20520  149.50 -
A. wilhelmsii - 20490 1457 83.81 32.38 - - 21.42 23.53 -
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Cizelge 4.9. (Devam)

Tiir (Toprak Alt) 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
A. lycaonica - 20701 756 13479 5.80 - - 6.89 42.06 -
A. millefolium - 33323 4235 3385 115.18 - - 89.77 62.08 -
A. kotschyi - 16026 4899 5532  115.36 - - 7381 90.11 -
A. coarctata - 30583 5137 7531 124882 17029 - 72313  151.00 -
A. sintenisii - 170728 3089  197.77  152.32 44.66 - 10491 38.71 39.14
A. goniocephala -  1573.02 - 22283 13574 - - 11292 53.96 -
A. nobilis - 377.04 5862 35.85 50.44 72.52 - 21.91 106.99 -
A.monocephala - 47067 14151  264.32 11.48 78.56 - 6.47 6.26 -
Tiir (Toprak Ustii)

A. schischkinii - 11024  149.32 6374 110834  129.06 - 44185 116757  78.98
A. setacea - 18419 8316 1220 746123 - - 256270 1162.85 -
A. biebersteinii - 13227 7895  17.86 61.09 - - 28.42 918.84 -
A. teretifolia - 15650 152.64  12.7 672.56 - - 23606 77375 -
A. spinulifolia - 23941 9683 2141 338397 - - 1309.23  2241.42 -
A. wilhelmsii - 70.84 24036  15.74 359.92 - - 10659  727.40 -
A. lycaonica - 6L15 4133 1478 39.22 - - 1435 48.55 -
A. millefolium - 67.19 80.75 17.09  7696.17 - - 224519 132887 -
A. kotschyi - 81.37  140.89 2045  4018.88 - - 121077 353516  11.02
A. coarctata - 14016 221.09 2654 1112052 - - 3949.89  1262.16 -
A. sintenisii - 23722 2962 10132 650.31 - - 27510 11427 -
A.goniocephala - 37614 20988 3595  5961.20 - - 1859.84  2053.51 -
A. nobilis - 12105  164.24 - 2440.00 - - 51166  2234.09 -
A.monocephala - 15599 7591  18.48 25.23 11908 - 836.00  44.29 -

Cizelge 4.10. Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin LC-MS-MS ile
numaralarla
belirtilmistir. 21: Nikotiflorin, 22: o-kumarik asit, 23:
Roifolin, 24: Kersitrin, 25: Apigetrin, 26: Kumarin, 27:
Mirisetin, 28: Fisetin, 29: Sinnamik asit, 30: Likiritigenin,
31: Kersetin, 32: Luteolin, 33: Naringenin, 34: Apigenin,
35: Hesperetin, 36: Kamferol, 37: Krisin) (Derigim birimi:

kantitatif

analizi

(Fitokimyasallar

ug analit/g ekstre)
Tiir (Toprak Altr) 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
A. schischkinii - - - - - - - .
A. setacea - - - - 1213 - - - - -
A. biebersteinii - - - - 1335 - - - -
A. teretifolia - - - - - - 2115 - - -
A. spinulifolia - - - - - - - ..
A. wilhelmsii - - - - - - - oL
A. lycaonica - - - - - - - ..
A. millefolium - - - - 2974 - - - L
A. kotschyi - - - - 5706 - - ..
A. coarctata 2663 - - - - - - ..
A. sintenisii 5867 - - - 950 - - L
A. goniocephala - - - - - - - -
A. nobilis - - - - 359 - B, oL
A. monocephala - - - - 83 - - - -

118



Mustafa Abdullah YILMAZ

Cizelge 4.10. Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin LC-MS-MS ile
kantitatif analizi (Devam)

Tiir (Toprak Ustii) 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

A. schischkinii 9393 - - - 4424 - - - -
A. setacea 169.15 - - - 109825 - - - - -
A. biebersteinii 2764 - - - 159957 - - - -
A. teretifolia 1751 - - - 19.11 - - - -
A. spinulifolia 12507 - - - 1989 - - - - -
A. wilhelmsii - - - - 19.37 - - - - -
A. lycaonica - - - - 15.58 - - - -
A. millefolium 163.74 - - - 146477 - _ L
A. kotschyi 17695 - - - 535840 - - - -
A. coarctata 429.16 - - - 85.51 - - - - -
A. sintenisii 18377 - - - 16086 - - .
A. goniocephala 61597 - - - 12316 - - - - -
A. nobilis 67.42 - - - 42.74 } _ 3 ) 3
A. monocephala - - - - 47501 - - - - -

Cizelge 4.11. Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin LC-MS-MS ile kantitatif analizi
(Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir. 31: Kersetin, 32:
Luteolin, 33: Naringenin, 34: Apigenin, 35: Hesperetin, 36:
Kamferol, 37: Krisin) (Derisim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir (Toprak Alty) 31 32 33 34 35 36 37
A. schischkinii 27.14 88.07 - - - B _
A. setacea 14.44 63.88 - 10.78 - - 36.32
A. biebersteinii 285.05 46.75 - 25.71 - - -
A. teretifolia 9085.56  190.56 121.98 14.99 52.83 51.75 -
A. spinulifolia 41.84 92.20 - - - . .
A. wilhelmsii - 8.52 - - - - B}
A. lycaonica 9.84 55.38 - 25.05 - - -
A. millefolium 18.34 64.33 - 12.43 - - }
A. kotschyi 75.44 19.90 - 26.76 - - -
A. coarctata 204.86 39.30 - 12.46 - - B}
A. sintenisii 40.72 275.17 - 42.56 - - -
A. goniocephala - 39.31 11.78 - - - -
A. nobilis 3175 23.13 - - - N }
A. monocephala - 76.69 - 170.81 - - -
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Cizelge 4.11. (Devam)

Tiir (Toprak Ustii) 31 32 33 34 35 36 37
A. schischkinii 515.66 1930.59 199.56 85.67 7849 4546 1.37
A. setacea 153.39 1824.69 24.00 523.16 - 22.05 196.68
A. biebersteinii ~ 662.56 2535.41 26.80 1496.74 - 4047 745
A. teretifolia 443236  2613.32 69.14 33.92 3770 - -
A. spinulifolia 229.67 727.23 328.63 19.53 90.30 - -
A. wilhelmsii 38.48 359.44 - 20.05 - - -
A. lycaonica 26.08 480.52 - 33.42 - - -
A. millefolium 307.29 1497.72 - 419.53 7.07 25.20 -
A. kotschyi 591.84 151862  27.78 216755 - 2507 -
A. coarctata 1081.84  854.07 16.92 172.33 1549 3616 -
A. sintenisii 52.36 1395.23 9.64 608.18 6.86 - -
A. goniocephala  302.98 830.08 35.34 67.58 4774 - -
A. nobilis 621.45 563.37 - 26.05 8.09 - -
A. monocephala 13855 2343.39 89.14 520520  39.22 - -

4.1.7. LC-MS/MS Metodundaki Analitlerin Kalibrasyon Grafikleri

37 adet fitokimyasal standart maddenin LC-MS/MS metodu ile kalitatif ve
kantitatif analizini gerceklestirmek tlizere 6 noktali kalibrasyon egrileri cizilmistir.
Kalibrasyon egrilerine ait grafikler, denklemler ve belirleme katsayilar1 (R?) Ek 1-4'te

gosterilmigtir.
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4.1.8. LC-MS/MS Analizine iliskin Standart ve Numune Kromatogramlari

Calisilan Achillea tiirlerinin toprak alt1 ve toprak iistii kisimlarinin hem etanol
hem de metanol-kloroform (1:1) ekstrelerinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogramlar sekil 4.5-4.6 ve ek 5-59' da gosterilmistir. Asagida sadece 6rnek
olarak kalibrasyon noktast 3 ve A. schischkinii’nin toprak isti CHCl3-MeOH

ekstresinin kromatogramlari verilmistir.

1,20
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Sekil.4.6. A. schischkinii’nin toprak tisti CHCIl;-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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4.1.9. LC-MS/MS Metot Validasyon Calismalari

Metodun performans oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in kapsamli validasyon
caligmalart yapilmistir (Cizelge 4.1). Bu amagla metot validasyonu kapsaminda
dogrusallik (lineerite), gerceklik (geri kazanim), kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar
tiretilebilirlik), belirleme ve tayin alt sinirt (LOD/LOQ) ile bagil standart belirsizlik (U=
95% giiven seviyesinde (k=2) parametreleri degerlendirilmistir. Metodun gergeklik ve
kesinlik ¢alismalari, secilen bir Achillea ekstresine ayni giinde alt1 defa ve farkli glinler
icerisinde (3 farkli giinde) altisar defa ti¢ farkli konsantrasyonda (diisiik, orta ve yiiksek)
her standardin kalibrasyonuna gore standart ekleme yapilarak gergeklestirilmistir. Ayni
giin ve farkli giinlerde yapilan ¢aligmalar sonucunda, gerceklik ve kesinligi belirlemek
izere geri kazanim ve RSD (bagil standart sapma) degerleri bulunmustur. Standartlarin
belirleme (LOD) ve tayin (LOQ) alt siirlarin tespit edilmesinde belirlenen bir
ekstreden hazirlanan 10 es 6rnege standardin sinyal verdigi en diisiikk derisimde standart
ekleme yapilarak cihaza enjekte edilmistir. Analitlerin standart bagil belirsizlikleri (U*)
EURACHEM Guide’a gore gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik ¢aligmalariyla
belirlenmistir. Validasyon calismalarinda kullanilan bazi esitlikler asagidaki verilmistir.
Asagida (Cizelge 4.12-4.14) sadece kumarin i¢in validasyon calismalarinin detaylari
(gerceklik, kesinlik ve belirsizlik) verilmistir. Diger fitokimyasallara iliskin validasyon

caligmalari ¢gizelgeler halinde ek 61- 168 'de verilmistir.

Ortalama ()= (X1+ Xz... Xn)/N

N _
Standart Sapma o = ,%Z(xi —X)?
i=1

RSD= Standart sapma/Ortalama

Geri Kazanim=100xBulunan miktar/ standart ekleme yapilan miktar
% Geri Kazanim=Geri kazanim/100

LOD=Ortalama+3xStandart Sapma

LOQ= Ortalama+10xStandart Sapma
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Cizelge 4.12. Kumarin i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar {retilebilirlik) c¢alismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort.:ortalama,
Std.:standart sapma)

Di@sﬁk ) ) Oljta Geri Yi@ksek Geri

Kumarin Spike  spike Geri Geri spike Geri Kaz. Kaz. spike Geri Kaz. Kaz.
yok (1000 Kaz. Kaz. (%) (5000 %) (10000 (%)

ppm) ppm) ppm)

0 976 97.60 0.98 5004 100.08 1.00 9932 99.32 0.99

0 1013 101.30 1.01 5066 101.32 1.01 10181 101.81 1.02

0 974 97.40 0.97 5083 101.66 1.02 9907 99.07 0.99

£ 0 969 96.90 0.97 4967 99.34 0.99 10078 100.78 1.01

(f 0 1005 10050 1.01 4975 99.50 1.00 10118 101.18 1.01

E* 0 989 98.90 0.99 5060 101.20 1.01 10118 101.18 1.01
Ort. 987.67 98.77 0.99 5025.83  100.52 1.01 10055.67 100.56 1.01
Std 17.974 1.797 0.018 50.141 1.003 0.010 110.791 1.108 0.011
RSD 0.018 0.018 0.018 0.010 0.010 0.010 0.011 0.011 0.011
0 1017 101.70  1.02 5001 100.02 1.00 10102 101.02 1.01

o 0 1001 100.10  1.00 4987 99.74 1.00 9914 99.14 0.99

E 0 987 98.70 0.99 4989 99.78 1.00 10150 101.50 1.02

:5 0 1011 101.10 1.01 4966 99.32 0.99 9997 99.97 1.00

2 0 1025 102.50 1.03 5021 100.42 1.00 10133 101.33 1.01

E 0 996 99.60 1.00 5066 101.32 1.01 10185 101.85 1.02

0 976 97.60 0.98 4989 99.78 1.00 10020 100.20 1.00

a 0 1010 101.00 1.01 4930 98.60 0.99 10073 100.73 1.01

E 0 967 96.70 0.97 5051 101.02 1.01 10155 101.55 1.02

:5 0 971 97.10 0.97 5008 100.16 1.00 10036 100.36 1.00

= 0 1016 101.60  1.02 5006 100.12 1.00 9887 98.87 0.99

E 0 1006 100.60 1.01 5002 100.04 1.00 9905 99.05 0.99

0 1020 102.00 1.02 4990 99.80 1.00 9905 99.05 0.99

~ 0 983 98.30 0.98 5015 100.30 1.00 9913 99.13 0.99

E 0 1020 102.00 1.02 5042 100.84 1.01 9929 99.29 0.99

g 0 975 97.50 0.98 5073 101.46 1.01 9995 99.95 1.00

= 0 980 98.00 0.98 5025 100.50 1.01 9955 99.55 1.00

;«: 0 1019 101.90 1.02 5067 101.34 1.01 9926 99.26 0.99
F.G.Ort. 0 998.89 99.89 1.00 5012.67 100.25 1.00 10010.00 100.10 1.00
F.G.Std 0 19.662 1.966 0.020 37.270 0.745 0.007 100.712 1.007 0.010
F.G.RSD 0 0.020 0.020 0.020 0.007 0.007 0.007 0.010 0.010 0.010
Gen.Ort 0 996.08 99.61 1.00 5015.96  100.32 1.00 10021.42 100.21 1.00
Gen.Std 0 19.509 1.951 0.020 40.090 0.802 0.008 102.827 1.028 0.010
Gen.RSD 0 0.020 0.020 0.020 0.008 0.008 0.008 0.010 0.010 0.010

5350'30 0.011755429
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Cizelge 4.13. Kumarin i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢caligma hesaplamalari

Analit G.K.Cal. %0Ortalama  Analiz % Geri Alma RSD Paralel
(mg/L) Geri Kazamim Son.st.Sap. St. Sap. Sayisi
1000 1.00 19.51 0.02 0.02 24
Kumarin 50000 1.00 40.09 0.01 0.01 24
10000 1.00 102.83 0.01 0.01 24
ort 1.00 0.01 0.01 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik (ort (%ogeri alma std. sap.)/karekok n):  0.0014853

Cizelge 4.14. Kumarin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Belirsizlik < Dederi Standart Belirsizlik Rolatif Standart Belirsizlik

Kaynaklari g u(x) u(x)/x

Kesinlik 1 (RSDjo0) 0.0118 (RSDpeoi/1) 0.0118 (c)
(ort(% ort. geri T

Gerceklik kazanim)) (Standard belirsizlik) /.y ) 001484599 (d)

Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik
U(Pop)/Pop

Genisletilmis
belirsizlik (k=2,
%95 Giiven arahgy)

1000472222 (a)

0.0014853 (b)

(Karekok (c*+d?) 0.0118 (e)

(2xe) 0.0237
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4.2. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktar Tayin Sonuclari

Calisilan Achillea tiirlerinin etanol ekstrelerinin toplam fenolik ve toplam
flavonoid miktarlar1 sirasiyla pirokatekol ve kersetine esdeger olarak belirlenerek
cizelge 4.15’te verilmistir. Ekstreler icerisinde A. nobilis’in toprak alti ekstresinin
toplam fenolik miktarmin (282.97+3.14 pg pirokatekole esdeger/mg ekstre) en yiiksek
oldugu belirlenirken, A. biebersteinii’nin toplam fenolik miktarinin (36.30+£1.0 pg
pirokatekole esdeger/mg ekstre) en az oldugu belirlenmistir. Toplam flavonoid
miktarma gelirsek, A. schischkinii’nin toprak alt1 ekstresinin toplam flavonoid
iceriginin(35.36+0.54 pg kersetine esdeger/mg ekstre) en fazla, A. wilhelmsii’nin toprak
alt1 ekstresinin toplam flavonoid igeriginin (11.15+0.47 ug kersetine esdeger/mg ekstre)
ise en az oldugu gorilmistiir. A. biebersteinii, A. setacea ve A. schischkinii tiirlerinde
toprak {istii kisimlarin toplam fenolik igerikleri toprak alt1 kisimlarinkinden daha yiiksek
iken diger tiirlerde toprak altt kisimlarin toplam fenolik icerikleri toprak distii
kisimlarinkinden daha yiiksek c¢ikmistir. Ayrica, A. monocephala, A. sintenisii, A.
coarctata, A. biebersteinii, A. setacea, A. schischkinii tiirlerinde toprak alt1 ekstrelerinin
toplam flavonoit igerikleri toprak {istii ekstrelerininkinden yiiksek iken, diger tiirlerde
toprak istii ekstrelerinin toplam flavonoit igerikleri toprak alti ekstrelerininkinden daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak, tiim ekstrelerde fenolik igerigin flavonoit

icerigine oranla daha zengin oldugu belirlendi.

Cizelge 4.15. Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri®

Toplam Fenolik Toplam Flavonoit

Kisim (ug pirokatekole esdeger)img  (ug kersetine esdeger)/mg

Ekstreler Ekstre” Ekstre®

A. monocephala TA.C 255.95+3.51 20.26+0.56
A. monocephala T.US 139.73+0.56 17.50+0.09
A. nobilis T.A. 282.97+3.14 22.23+0.11
A. nobilis T.U. 151.89+1.91 24.77+0.71
A. goniocephala T.A. 132.97+1.91 11.99+0.32
A. goniocephala T.U. 123.51+1.82 16.95+0.55
A. sintenisii T.A. 108.65+0.73 14.33+0.15
A. sintenisii T.U. 97.39:1.69 13.18+0.25
A. coarctata T.A. 173.51£1.91 16.26+0.16
A. coarctata T.U. 128.92+1.82 14.29+0.25
A. kotschyi T.A. 260.00+3.38 20.22+0.79
A. kotschyi T.U. 180.27+1.28 25.87+0.67
A. millefolium T.A. 127.57+0.76 12.70+0.34
A. millefolium T.U. 123.51+0.24 18.27+0.75

125



4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.15. Ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri® (Devam)

Toplam Fenolik

Toplam Flavonoit

Ekstreler Kisum (ug pirokatekole esdeger)img  (ug kersetine esdeger)/mg
Ekstre® Ekstre®
A. lycaonica T.A. 105.95+0.91 12.08+0.77
A. lycaonica T.U. 80.27+1.38 13.42+0.25
A. wilhelmsii T.A. 135.68+1.36 11.15+0.47
A. wilhelmsii T.U. 110.00+2.38 15.70+0.20
A. spinulifolia T.A. 154.594+3.54 14.14+0.35
A. spinulifolia T.U. 124.86+1.73 16.65+0.97
A. teretifolia T.A. 184.32+2.27 14.15+0.65
A. teretifolia T.U. 146.49+1.37 18.35+0.33
A. biebersteinii T.A. 36.30+1.03 21.26+0.28
A. biebersteinii T.0. 111.35+41.91 16.43+0.32
A. setacea T.A. 42.13+0.13 25.10+£0.12
A. setacea T.0. 134.32+1.83 18.39+0.42
A. schischkinii T.A. 95.34+1.37 35.36+0.54
A. schischkinii T.0. 110.00+1.-10 14.89+0.29

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
b: Pirokatekole esdeger fenolik igerik. (y=0.0185x + 0.0283 R®=0.9906)

¢: Kersetine esdeger flavonoit icerik. (y=0.039x + 0.0041 R?*=0.9959)

d: Toprak isti

e: Toprak alt1

4.3. Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclar:

Achillea cinsinin calisilan 14 alt tiiriiniin toprak alt1 ve toprak iistii ekstrelerinin 4
farkli yontemle (f-karoten renk ac¢ilimi, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, ABTS
katyon radikali giderim aktivitesi ve CUPRAC yontemleriyle) antioksidan aktiviteleri
belirlendi. Tiim antioksidan aktivite yontemlerinde standart olarak -TOC, BHT, BHA
kullanildi. B-karoten renk agilimi yontemine gore tiim ekstrelerin kayda deger aktivite
gostermedigi belirlenmistir. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemine gore,
en yiiksek aktiviteyi A. nobilis toprak alt1 (12.23+0.24), A. monocephala toprak altt
(16.85+0.60) ve A. kotschyi toprak alti (12.88+0.45) ve toprak distii (27.58+0.15)
ckstreleri gostermistir. ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemine goére en
yiiksek aktiviteleri A. kotschyi toprak alti (<10) ve toprak isti (13.19+0.97), A.
monocephala toprak alt1 (<10) ) ve toprak iistii (22.14+0.80), A. nobilis toprak alt1 (<10)
ve toprak istii (22.16+0.01) ile A. coarctata toprak alti (22.36+0.03)  ekstreleri
gostermistir. Bu ekstreler hemen hemen a-tocopherol kadar veya daha iyi aktivite
gostermiglerdir. Hem DPPH hem de ABTS yontemlerinde aktivite gosteren tiirlerin
toprak alti kisimlarinin toprak istii kisimlarindan daha aktif oldugu belirlenmistir. /-
karoten, DPPH ve ABTS yontemlerine gore antioksidan aktivite sonuglari ¢izelge

4.16'de verilmistir.
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Cizelge 4.16. Ekstrelerin B-Karoten, DPPH ve ABTS yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

ICsp Degerleri®

p-Karoten-linoleik DPPH Serbest ABTS Katyon

Ekstreler Kisim

asit Radikal Radikal
A. monocephala TUP 102.64+0.81 56.27+0.48 22.14+0.80
A. monocephala TAS 59.41+1.16 16.85+0.60 <10
A. nobilis T.U. 64.51+£3.94 32.24+1.44 22.16+0.01
A. nobilis T.A. 109.53+0.55 12.23+0.24 <10
A. goniocephala T.U. 141.42+0.09 58.05+0.81 34.78+0.47
A. goniocephala T.A. 48.42+0.25 76.23+0.49 31.93+0.05
A. sintenisii T.U. 69.63+0.63 101.32+1.47 56.36+1.07
A. sintenisii TA. 210.99+1.14 109.54+0.32 39.51+0.22
A. coarctata T.U. 118.43+0.99 72.09+0.59 36.40+0.08
A. coarctata T.A. 123.56+1.99 44.91+1.44 22.36+0.03
A. kotschyi T.U. 113.43£1.79 27.58+0.15 13.19+0.97
A. kotschyi T.A. 113.00+2.13 12.88+0.45 <10
A. millefolium T.U. 53.59+0.29 64.61+0.70 31.61+0.38
A. millefolium T.A. 185.56+3.27 62.22+0.40 31.35+0.97
A. lycaonica T.U. 68.30+0.93 254.41+3.60 112.16+1.02
A. lycaonica T.A. 92.54+1.14 71.96+0.22 28.32+0.92
A. wilhelmsii T.U. 55.19+0.86 89.07+2.39 40.99+0.61
A. wilhelmsii T.A. 144.78+4.10 57.25+0.63 26.51+£0.62
A. spinulifolia T.U. 239.62+3.13 67.86+2.84 29.64:+0.52
A. spinulifolia T.A. 84.88+1.32 53.56+0.51 19.35+0.44
A. teretifolia T.U. 95.73+1.01 59.19+1.28 33.52+0.11
A. teretifolia T.A. 126.63+£2.27 57.92+0.88 26.02+1.07
A. biebersteinii T.U. 84.55+1.69 100.93+2.70 44.45+0.75
A. biebersteinii T.A. 116.11+1.71 80.83+0.24 30.11+0.01
A. setacea T.U. 54.70+0.65 70.50+0.22 54.13+0.56
A. setacea T.A. 192.09+3.51 44.91+1.44 30.26+0.69
A. schischkinii T.U. 71.93+0.78 68.31+0.55 31.63+0.67
A. schischkinii T.A. 100.75+1.02 37.21+0.72 17.38+0.44
BHA - 1.5+0.01 7.88+0.20 17.59+0.10
a-TOC - 2.1+0.10 16.30+0.79 9.88+0.23
BHT - 1.3+0.03 58.86:0.50 12.29+0.67

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
b: Toprak st
c: Toprak alt1

CUPRAC antioksidan tayin yonteminde dort farkli derisimde (10, 25, 50, 100
ug/mL) calisildi. Bu yonteme gore A. nobilis toprak alti (3.675+0.13), A. kotschyi
toprak alt1 (3.5474+0.039) ve toprak {istii (2.007+0.030), A. monocephala toprak alti
(2.850+0.289), A. coarctata toprak alti (2.114+0.101) ekstreleri en fazla aktiviteyi
gostermislerdir. Ayrica tiim tiirlerde toprak alt1 kisimlari toprak iistii kistmlarindan daha
aktif oldugu gorilmistir. CUPRAC yontemine gore antioksidan aktivite sonuglar

cizelge 4.17'da gosterilmigtir.
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Cizelge 4.17. Ekstrelerin CUPRAC yontemine gore antioksidan aktiviteleri®

Ekstreler Kisim | 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL

A. monocephala TAP 0.419+0.019 | 0.900+0.056 | 1.409+0.015 | 2.850+0.289
A. monocephala | T.U.f 0.212+0.012 | 0.367+0.028 | 0.642+0.070 | 1.137+0.125
A. nobilis T.A. 0.533+0.037 | 1.123+0.114 | 1.975+0.118 | 3.675+0.130
A. nobilis T.U. 0.258+0.005 | 0.518+0.093 | 0.934+0.123 | 1.742+0.011
A. goniocephala | T.A. 0.229+0.004 | 0.382+0.021 | 0.646+0.034 | 1.122+0.076
A. goniocephala | T.U. 0.188+0.006 | 0.360+0.074 | 0.507+0.031 | 1.045+0.077
A. sintenisii T.A. 0.212+0.014 | 0.327+0.010 | 0.573+0.028 | 0.963+0.034
A. sintenisii T.U. 0.164+0.003 | 0.293+0.004 | 0.384+0.016 | 0.746+0.104
A. coarctata T.A. 0.302+0.018 | 0.628+0.050 | 1.084+0.029 | 2.114+0.101
A. coarctata T.U. 0.183+0.012 | 0.298+0.031 | 0.513+0.022 | 0.918+0.071
A. kotschyi T.A 0.552+0.020 | 1.040+0.028 | 1.792+0.088 | 3.547+0.039
A. kotschyi T.U. 0.326+0.009 | 0.638+0.003 | 1.296+0.315 | 2.007+0.030
A. millefolium T.A. 0.222+0.008 | 0.416+0.010 | 0.709+0.031 | 1.351+0.012
A. millefolium T.U. 0.207+0.007 | 0.373+0.006 | 0.636+0.026 | 1.161+0.073
A. lycaonica T.A. 0.186+0.003 | 0.311+0.004 | 0.519+0.024 | 0.913+0.037
A. lycaonica T.U. 0.138+0.010 | 0.198+0.007 | 0.320+0.028 | 0.516+0.024
A. wilhelmsii T.A. 0.221+0.007 | 0.4144+0.014 | 0.700+0.035 | 1.212+0.086
A. wilhelmsii T.U. 0.170+0.002 | 0.300+0.007 | 0.526+0.031 | 0.855+0.058
A. spinulifolia T.A. 0.292+0.015 | 0.498+0.021 | 0.950+0.065 | 1.624+0.100
A. spinulifolia T.0. 0.211+0.004 | 0.386+0.016 | 0.652+0.033 | 1.205+0.110
A. teretifolia T.A. 0.248+0.014 | 0.455+0.007 | 1.030+0.301 | 1.426+0.012
A. teretifolia T.0. 0.234+0.012 | 0.457+0.019 | 0.711+0.015 | 1.317+0.104
A. biebersteinii T.A. 0.186+0.006 | 0.324+0.013 | 0.591+0.038 | 1.046+0.030
A. biebersteinii T.0. 0.172+0.007 | 0.272+0.005 | 0.472+0.066 | 0.823+0.073
A. setacea T.A. 0.234+0.010 | 0.442+0.014 | 0.784+0.100 | 1.363+0.106
A. setacea T.0. 0.211+0.014 | 0.429+0.030 | 0.699+0.092 | 1.071+0.028
A. schischkinii T.A. 0.291+0.020 | 0.625+0.031 | 1.000+0.075 | 1.943+0.072
A. schischkinii T.0. 0.211+0.025 | 0.377+0.012 | 0.716+0.056 | 1.176+0.092
a-TOC 0.491+0.065 | 1.117+0.098 | 1.887+0.045 | 3.637+0.184
BHA 0.205+0.014 | 0.365+0.027 | 0.616+0.029 | 1.171+0.110
BHT 0.628+0.045 | 1.286+0.081 | 2.084+0.114 | 3.851+0.147

: Degerler 3 paralel 6l¢timiin ortalamasi ve standart sapasi olarak verilmistir.

o

: Toprak istli
c: Toprak alt1

4.4. Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuc¢lari

Antikolinesteraz aktivite sonuglarina gore (Cizelge 4.18) test edilen ekstreler
arasinda en yiiksek aktiviteyi hem biitirilkolinesteraz hem de asetilkolinesteraz enzim
inhibisyonunda A. monocephala’nin toprak istii ekstresi (sirasiyla 39.73+1.51,
19.60+0.44) gostermistir. Asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu aktivitesinde sadece A.
monocephala toprak alti ve toprak tstii, A. lycaonica toprak alt1 ve A. sintenisii toprak
istii ekstreleri aktivite gostermislerdir. Ayrica, aktivite gosteren tiirlerden A.
monocephala, A. nobilis, A. goniocephala, A. sintenisii, A. millefolium, A. teretifolia ve

A. biebersteinii tiirlerinde toprak istii kisimlarin antikolinesteraz aktiviteleri toprak alti
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kisimlarinkinden daha yiiksek iken diger tiirlerde toprak alt1 kisimlarin antikolinesteraz

aktiviteleri toprak tistii kistmlarinkinden daha yiiksek ¢ikmustir.

Cizelge 4.18. Ekstrelerin antikolinesteraz aktivite sonuglari®

Ekstreler Kisim AChE(%Inhibisyon) BChE (%inhibisyon)
A. monocephala TA.° 9.56+0.17 35.98+1.06
A. monocephala T.US 19.60+0.44 39.73£1.51
A. nobilis T.A. AD AD

A. nobilis T.U. AD 23.64+0.26
A. goniocephala T.A. AD 6.15+0.05
A. goniocephala T.U. AD 13.14+0.96
A. sintenisii T.A. AD 17.54+0.66
A. sintenisii T.U. 7.36+0.21 30.88+1.91
A. coarctata T.A. AD 13.20+0.37
A. coarctata T.U. AD 4.8340.02
A. kotschyi T.A AD 14.69+0.91
A. kotschyi T.U. AD AD

A. millefolium T.A. AD AD

A. millefolium T.U. AD 9.30+0.18
A. lycaonica T.A. 11.19+0.18 14.54+1.97
A. lycaonica T.U. AD 1.95+0.08
A. wilhelmsii T.A. AD AD

A. wilhelmsii T.U. AD AD

A. spinulifolia T.A. AD 4.15+0.07
A. spinulifolia T.U. AD AD

A. teretifolia T.A. AD AD

A. teretifolia T.U. AD 11.90+0.81
A. biebersteinii T.A. AD 23.94+0.87
A. biebersteinii T.U. AD 26.84+0.01
A. setacea T.A. AD AD

A. setacea T.U. AD AD

A. schischkinii T.A. AD 2.25+0.07
A. schischkinii T.U. AD AD
Galantamin® 76.08 + 0.39 76.52 + 0.41

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (200 pg/mL).
b: Toprak istii, c: Toprak alti, d: Standart madde, A.D.: Aktif degil

4.5. Ekstrelerin Sitotoksik (Antikanser) Aktivite sonuglari

Tezin bu kisminda ¢alisilan 14 farkli Achillea tiiriiniin kloroform-metanol (1:1)
ekstrelerinin 50-100 ve 250 pg/mL derisimlerde HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik
(antikanser) aktivitesi incelenmistir. HeLa hiicrelerinin Achillea ekstreleri ile
proliferasyonuna ait XCELLigence ger¢ek zamanli goriintiileme sonuclart sekil 4.7-
4.9’te verilmis, testlerin hiicre indeks degerleri cizelge 4.19-4.22’te gosterilmistir.
Analizde ¢ikan birtakim sorunlardan dolay1 sadece A. biebersteinii tiiriiniin sitotoksik
etkisine bakilamamustir. Calisilan Achillea ekstrelerinin tamami derisime bagli olarak
onemli Olgiide sitotoksik aktivite gostermistir. Uygulanan ekstre derisimleri azaldikca

gosterilen aktivite de azalmistir. 250 pg/mL derisimde en yiiksek sitotoksik aktiviteleri
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A. goniocephala toprak iistii (-0.009), A. millefolium toprak iistii (-0.0059), A. wilhelmsii
toprak tstii (-0.0146), A. spinulifolia toprak alt1 (-0.03) ve toprak tstii (-0.02) ve A.
schischkinii toprak istii (-0.0034) ekstreleri gosterirken, en diisiik aktiviteleri A.
lycaonica toprak alt1 (0.2266), A. kotschyi toprak alt1 (0.1609), A. sintenisii toprak {istii
(0.1559) ve A. teretifolia toprak alt1 (0.1487) ckstreleri gostermislerdir. Ayrica A.
monocephala, A. nobilis, A. goniocephala, A. coarctata, A. kotschyi, A. millefolium, A.
lycaonica, A. wilhelmsii, A. teretifolia, A. setacea ve A. schischkinii tiirlerinin toprak
iistii ekstrelerinin (sirasiyla 0.0274, 0.0678, -0.009, 0.0262, 0.0965, -0.0059, 0.0040, -
0.0146, 0.0709, 0.0355 ve -0.0034) sitotoksik aktiviteleri toprak alt1 ekstrelerininkinden
(0.0337, 0.0709, 0.0813, 0.1065, 0.1609, 0.1274, 0.2266, 0.0674, 0.1487, 0.0535,
0.1094) daha iyi ¢ikmigtir. A. sintenisii’nin toprak tstii (0.1559) ve toprak alt1 (0.1065)
ekstreleri benzer ve ¢ok iyi olmayan aktivite gosterirken, A. spinulifolia’nin toprak iistii

(-0.02) ve toprak alt1 (-0.03) ekstreleri benzer ve ¢ok iyi aktivite gostermislerdir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Call Index
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Sekil 4.9. Calisilan Achillea tiirlerinin CHCl3:MeOH (1:1) ekstrelerinin sitotoksik aktiviteleri (A: A.
schischkinii(Toprak alt1), B: A. schischkinii (Toprak iistit)

46. LC-MS IT-TOF ile Achillea Tiirlerinin Fitokimyasal Iceriginin

Taranmasi

Calisilan 14 Achillea tiirtiniin kloroform-metanol (1:1) ekstreleri LC-MS IT-
TOF cihazinda optimize edilen kapsamli 83 dakikalik bir metotla analiz edilerek genel
fitokimyasal profili belirlenmistir. Analitik metot ve cihazin parametreleri metot
kisminda verildiginden burada yalnizca sonuglar {izerinde durulacaktir. Calisilan
tirlerde farkli siniflardan 89 farkli sekonder metabolit tespit edilmistir. Molekiil
formiilleri tespit edilen fitokimyasallarin tahmini isimleri, alikonma zamanlari, tespit
edilen iyon formlari, olgiilen ve beklenen (teorik) m/z degerleri (tam kiitle olarak
verilmistir), ppm cinsinden kiitle hatalar1 ve izotop skorlar1 ¢izelge 4.23 ve 4.24'de
verilmistir. LC-MS IT-TOF taramasina ait kromatogramlar (TIC) ise ek 169-176'da

verilmistir.
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Tespit edilen bilesenlerin molekiil formiilleri belli olmakla birlikte tahmin edilen
bilesiklerden bir veya daha fazlasi ¢izelgelerde analit kolonunun altinda verilmislerdir.
Achillea tiirlerinin sitotoksik aktivitelerinin ¢ok yiiksek ¢ikmasi ve tahmin edilen
bilesiklerin birgogunun biyoaktif olmasi1 analiz sonuglarint dogrular niteliktedir. Taranan
bu bilesenlerden (4) CioH14010, (5) Ca3H20010, (8) C21H26010, (22-Cyanarine)
CasH24012, (54- Palmitik asit) CieHz202, (55- Hydroxystearic acid) CigHssOs, (57)
Ci15H204, (58-pentametillenmis flavonol) CzoH200s, (59) C24H300s, (61-Stearic acid )
CigH3602, (66-Arachidic acid) CyoH4002, (72- Linolenyl alcohol) CigH3,0, (73-
Docosadienoic acid) CyHs00,, (78- Oleic acid) CigH340,, (80- Cinnamyl linolenate)
C27H3802, (81- Erucyl alcohol) CyH440, (82) Ci2Ha40s, (83) C2H3sO hemen hemen

tiim ekstrelerde varlik gostermislerdir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.20. Calisilan Achillea tiirlerinin LC-MS IT-TOF ile kalitatif analizi sonucu molekiil formiilleri
tespit edilen adlar1 tahmin edilen sekonder metabolitler (RT: Alikonma zamant)

Olgiilen Beklenen Fark lzotop

No Analit RT  Formiil Iyon miz m/z (ppm) Skor

1  Sirinjik acid 1.69 CgH100s M* 198.0529 198.0523 3.03 46.39

2 Unknown 170 CisHauOu [M+H]* 357.1415 357.1391 6.72  69.18
9-Hydroxy-7-oxo-7H-furo[3,2- +

3 g]chromen-4-yl B-D-glucopyranoside 1.73  Ci7H16010 [M+H] 381.0832 381.0816 4.20 71.02

4 Unknown 1.75  CioH14010 [M-H] 293.0491 293.0514 -7.85 31.73
2'5,6',7-tetraacetoxyflavanone,

5 (-)-ECG-3"-O-Me, 1.76  Ca3Hx010 [M-H] 4551005 455.0984 4.61  36.00
(-)-ECG-4"-O-Me,
2,3,4-Tri-O-acetylpentaric acid,

6  1-methylpentane-1,1,2,2,3- 185 C11H14010 [M-H] 305.0490 305.0514 -7.87 58.14
pentacarboxylic acid

7 3-(B-D-Glucopyranosyloxy)-4- 226 CusHisOs [M-H] 3150711 3150722 -349 84.94
hydroxybenzoic acid

8  Unknown 11.50 CuiH2010 [M+H]* 439.1619  439.1599  4.55 74.39

9  Brevifolin carboxylic acid 12.05 Ci3HsOg [M-H] 291.0116 291.0146 -10.31 77.60

10 Chlorogenic acid 13.20 CisH109 [M-H] 353.0867 353.0878 -3.12 63.34

11 Lariciresinol, Triptolide 13.90 CyoH240s [M+NH,]* 378.1896 378.1911 -3.97 80.51

12 Tuberonic acid glucoside 14.00 CigH250¢ [M-H] 387.1661 387.1661 0.00  75.01

13 Eurycomanol, Bruceine D 14.00 CyoH260s [M+H]* 411.1625 411.1650 -6.08 85.60
Methyl 1-(2-Carboxyphenyl)-2,3,4-tri- + )

14 5 acetyl-B-D-glucopyranuronate 17.20 CaoH2O12 [M+H] 4551160  455.1184 -5.27  47.49

15  Unknown 17.40 CyH3011 [M+NH,]*  538.2301 538.2283 3.34  94.65

16 Alboside Il 17.60 CyxH3,013 [M-HT 565.1903 5651927 -4.25 65.90

17 Anthricin, Isochaihulactone, 1774 CpHpO;  [M+H]" 309.1407 399.1438 -7.77 82.15

Pyramidatin H,

18 Isofraxidin, Umckalin, Cytogenin 18.00 Ci1H100s [M+H]* 223.0601 223.0601 0.00 55.42

6,7-dihydroxy-9-[4-(2,3,6,7-
tetrahydroxyxanthen-9-

19 ylidene)cyclohexa-2,5-dien-1- 18.10 CsH1s010 [M-H] 561.0838 561.0827 1.96 54.10
ylidene]xanthene-2,3-dione
20 Yatein, Melafolone, Furaquinocin G 18.60 CyH2407 [M+H]* 401.1588 401.1595 -1.74 74.53
21 3,4-Dicaffeoyl-1,5-quinolactone 18.83 CusH2:01 [M+H]* 499.1266  499.1235 6.21  89.52
22 Cyanarine (1,5-Dicaffeoylquinic acid) 19.10 CysH24012 [M-H] 515.1210 515.1195 291  84.10
23 Jasmonic acid 19.70 Cy,H1503 [M+NH4]* 228.1597 228.1594 131 5881
herbacetin 8-(3"-O-acetylxyloside),
tectorigenin-7-O-p-D-glucuronide,
diosmentin-7-O-B-D- +
24 glucuronopyranoside, Kaempferol 3- 19.80 CzH201, [M+H] 4771041  477.1028 272  92.28
methyl ether 7-glucuronide,
Gomphrenol 3-glucoside
Quassin, isoapetalic acid, schisandrin A, .
25 Pseudolaric Acid A, 20.20 CyH250s [M+NH,] 406.2228 406.2224 098 97.14
26 Azalein, Tectoridin 20.30 CyH20u [M-H] 461.1073  461.1089 -3.47 67.96
27 Unknown 20.50 Ca3H20010 [M+HCOO]  621.1041 621.1038 0.48  20.84
28 Fumarprotocetraric acid 20.70 CyH16012 [M-H] 471.0547  471.0569 -4.67 80.46
29 Tracheloside, Eucommin A 20.70 Cy7H3401, [M-H] 549.1952  549.1978 -4.73  91.26
30  Unknown 21.40 Ci5H204 [M+NH,]* 286.2020 286.2013 245  100.00
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Cizelge 4.20. (Devam)

N Analit RT Formiil iyon Olgiilen  Beklenen Fark Izotop
0 m/z m/z (ppm) Skor
31 Unknown 21.40 CyHz0s [M+NH,]" 364.2142  364.2118 6.59 91.77
32 Abscisic acid, Judaicin (sesquiterpene) 21.80 CisHz04 [M+NH,]* 282.1708  282.17 284 9263
methyl 2,3,4-tri-O-acetyl-6-O-triphenyl- e
33 methyl-o-D-glucopyranoside 2280 CgaHasOo [M-H] 5612160 561.2130 5.35  81.89
34 Germacrone, Nootkatone, Rotundone, o, o ¢ 1y o [M+H]* 2191736 219.1743 -3.19 54.14
a-Vetivone
35  Unknown 23.60 CiHx07 [M-HT 325.1294 325.1293 0.31  87.40
36  Unknown 23.60 CigH209 [M-H] 393.1163 393.1191 -7.12 92.38
37 Luteollin 2410  CysH1006 [M-H] 285.0422  285.0405 5.96 93.92
38  Unknown 2410  CioH1,010 [M-H] 399.0335 399.0358 -5.76  58.56
Isorhamnetin, rhamnetin, nepetin, .
39 azaleatin, tamarixetin 2430 CyH120 [M-H] 315.0509 315.051 -0.32 99.68
40  Unknown 24.30  CyH101 [M-HT 429.0422 429.0463 -9.56 89.33
41 Unknown 2550 CyHiO12 [M-HT 459.0546  459.0569 -5.01 46.06
42 Apigenin 26.90 Ci5H100s [M-HT 269.0468 269.0455 4.83  52.54
43 Sammtopin, topopyrone C, versicolorin A, 56 60 CighioO: [M+HCOO]  383.0391 383.0409 -470 59.92
aphnoretine
Chrysoeriol, Diosmetin, Kaempferide, .
44 Prafensein, Psi-tectorigenin, Tectorigenin 27.30  Ciy6H1,05 [M-H] 299.0556 299.0561 -1.67 85.07
45 Laccaic acid 2740 CyH14010 [M-H] 413.0481 413.0514 -7.99 64.94
46 Unknown 27.70  CyH120¢ [M-H] 443.0582 443.0561 4.74 94.12
Cirsiliol. Eupalitin. Morelosin, Ombuin, .
47 Rhamnazin Tricin 27.80 Cy7Hu0O7 [M-H] 329.0668 329.0667 0.30  69.29
48 Chicoric acid 28.90  CypHigOs2 [M-H] 4730719 473.0725 -1.27 85.86
49 Centaureidin, Arcapillin, 2030 CigHicOs [M+H]" 361.0010 361.0018 -2.22 94.92
Irigenin,Jaceidin
50 Cirsimaritin 31.00 Cy7H1406 [M+H]* 315.0876  315.0863 4.13 82.30
51  Unknown 31.00 CyHi010 [M-H] 427.0646 427.0671 -5.85 67.39
52  Unknown 3210  CygH204 M* 300.1361 300.1356 1.67 28.45
Ayanin, Cirsilineol, Eupatilin, Santin, +
53 Scillavone A. Usnic acid 32.60 CigHi07 [M+H] 345.0956 345.0969 -3.77 61.52
54  Palmitic asit 3480 CyH320; [M+NH,]* 2742744 2742741 1.09 8357
55 Hydroxystearic acid 35.15 CiygH305 [M+NH,]* 318.3015 318.3003 3.77 91.58
56 Ethylene glycol hydroxystearate 35.50  CyoHaoOs [M+NH.]* 362.3258 362.3265 -1.93 82.95
57 Unknown 36.30 CisHz04 [M-H] 265.1474  265.1445 10.94 48.99
5g Combretol, Artemetin, Marionol, 3720  CaoHaOs [M+H]* 389.1251 389.1231 514  69.17
Umuhengerin
59 unknown 37.78  Cy4H3006 [M+H]* 4152130 415.2115 3.61 95.51
60 Absinthin, Lepidolide 38.70  C3oHa4oOs [M+NH,]* 514.3161 514.3163 -0.39 100.00
61 Stearic acid 40.60 CisH30; [M+NH,]* 302.3078 302.3054 7.94  83.18
Asbestinin-13, Bellericagenin B,
62 Platicodigenin, Cucurbitacin I b, 41.30 CgoH407 M* 520.3395 520.3395 0.00 88.84
Verrucoside, Imperialine
63 Unknown 41.80 CygH3011 [M+H]* 4251998 425.2017 -4.47 89.91
64 26-hydroxybrassinolide, Pladienolide A 43.10  CysHas07 M* 496.3405 496.3395 2.01 78.58
65 Unknown 4560 CigH3003 [M+H]* 295.2264 295.2268 -1.35 51.84
66 Avrachidic acid 46.90 CyH40> [M+NH,]* 330.3380 330.3367 3.94  50.93
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Cizelge 4.20. (Devam)

No Analit RT  Formiil fyon On;]}iﬁ'e“ af;';'e”e” (Fpaprr';) ézlfgfp
67 Hydroxydocosanoic acid 47.10  CyHus05 [M+NH,]+  374.3641 3743629 3.21  80.47
68 Erucic acid 48.80 CyH40; [M+NH,]+ 356.3539  356.3523 4.49 79.95
69 gi"pplgggf]‘:a"a“c’“e G, Nymphaeol A, 45 80 o406 [M+H]+ 4251976 4251959 400 9311
70 Unknown 49.80 CgsH307 [M+H]+ 565.2214  565.2221 -1.24 66.82
71 Unknown 50.40  CgzH40q [M+NH/]+ 576.3195 576.3167 4.86  50.00
72 Linolenyl alcohol 61.04 CysH30 [M+NH,]+ 282.2793  282.2791 0.71 78.51
73 Docosadienoic acid 61.30  CyH40, [M+NH,]+ 354.3365 354.3367 -0.56 57.64
74 Unknown 64.20  Cy3H404 [M-H]- 3812998  381.3010 -3.15 66.82
75 Scortechinone 64.50  C34H409 [M+H]+ 593.2761  593.2745 270  95.95
76  Unknown 64.70  CysHss0,4 [M-H]- 409.3319  409.3323 -0.98 92.69
77 Unknown 65.30  CorHs00s4 [M-H]- 437.3624  437.3636 -2.74 76.77
78 Oleic acid. Elaidic acid 66.00 CigH340; [M-H]- 281.2475 281.2486 -3.91 59.93
79 9-ocatadecanal 66.21 CygH3.0 [M+NH,]+ 284.2957  284.2948  3.17 91.25
80 Cinnamyl linolenate 66.89 CyH30, [M-H]- 393.2796 3932799 -0.76 30.18
81  Erucyl alcohol 66.90 CauHuO [M+NH/]+  366.3744 366.3730 3.82  87.82
82 Unknown 66.90  CxHasOs [M-H]- 403.3056  403.3065 -2.23 60.84
83  Unknown 67.20 CypHs0 [M+NH/]+  336.3262 336.3261 0.300 99.01
84  Unknown 67.70  CyH40 [M+NHJ]+ 3403576 340.3574 0.59  77.90
85 Food orange 7 68.60 CgzHuO, [M-H]- 459.3245  459.3269 -5.23  96.57
86 Lignoceric acid 70.10  CaHus0, [M-H]- 367.3563 367.3582 -5.17  65.06
87 Cholesteryl methylcarbonate 72.20  CyHus03 [M-H]- 443.3525 4433531 -1.35 71.18
88 Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-one 72.60  CygH4O [M+H]+ 393.3139  393.3152 -3.31 54.67
89 Daucosterol 73.76  CasHeoOs [M+HCOO]- 621.4385 621.4372 2.09  99.03

138



6€T

MMM M N MMM N S0°'H™O UIUsBOIAD ‘UlfeYIWN ‘UIPIXel0S] | 8T
MMM MM MMM MM LO%H“D 'H uliepiueIAd 'auojoe[nyreyoos| ‘uHyuY | LT
M Mop MoOM FIOTEH D 1 3pisoqly | 9T
M TO®H?Y umousun | ST
ajeuoinuelAdoon|b-q
Mo TOTHEO | g ieoe-0ntiiv s e-(KusudAxogren-g)-T e | 7T
S S M MMM M M M 60%H%H @ auiddnug ‘jouewodAing | €7
M M M 60%HeD apisoon|b pioe oluolegny | ZT
S SQ"H%) apijoydiy ‘joursanione | TT
MMM M LM M M (R MMM "0"HTO proe aaboiolyd | 01
N N M M M M M 808HETD p1oe d1jAx0q ed UljoInaIg | 6
MMM MMM MM A MOMCMMMMMO M TOTHTD umowun | 8
p1oe
P P M M M MMMN PO%THO 210ZU3gAX0IpAY-1- (AxojAsouriAdoon|9-a-9g)-¢ L
p1oe o1jAxoquedriuad-g'z'z 1T
MM M P “O"H™ -aurjuadjAyisw-T ‘pi1oe oureluad|f19de-O-11-'s'2 9
UMMM ISR AR R R (R A AR E] 0m 9| o po0m-6) suoueenramai oo | g
MMMSIMMMMSIMM ML MM MMM MMM MMM 0 HT oo | v
apisouelAdoon|b-g
MMMMCIM MMM MMMMMMMNMMM TOTHT g (kep-uswoigolB-z glomy-H-ox0- AxoipAr-g |
MMMMMM MMM MMM MM "OHD umouyun | 2
MUMMMIMIMIME MMM MMM MM MMM "O”HD proe dibuLhs | T
z|Aiajoinjy|$|sfajd{ojofujw| 3|l 1/y|8|6 )lajp|d|olqle [nuLio H[euy | ON

"QLL-HUBYISIYIS Y Z W L-HUBYDSIYDS "y (A () [-890e}8S 'Y (A 'V L-8d0e}ss Y

‘L-1U1BISI9GRIY "V N "V L-11UIB)SIagRI] 'Y ) (1 L-B1|0j13a18) Y i§ ‘Y L-el|0jala) Y S ‘(1 L-eljoj|nulds Y il 'V L-eljopnuids 'y :d ‘O L-NISWiRY|IM 'Y 1Q YV L-HIsW|dy|im

"V 10 ‘(1 1-B2IU0RIA| 'Y (U ‘Y 1-BJIUORIA| "V ‘W ‘N L-WNIOB[[IW 'Y | WV L-wnijoyeiw Y 3 ‘0L-1Ayasioy v [ ' 1-1Ayas1oy 'V I ‘(1 1-e1e1oseod 'y (| ‘v 1-erejoseod 'y
'8 ‘NL-nsiuaIs 'y B Y L-lIsIusuls Y i ‘(1.L-ereydasoluob vy 8 ‘v1-efeydasoluob v :p ‘(1 L-SHIgoU "V 3 “VI-SI|Igou "y 2 ‘N [-eJeydaoouow 'y g ‘v L-eJeydasououw
v e) (e yexdo], 1y 1 ‘st yexdo], :() 1) IO[HI[OQEISW J9PUOSS UI[IPS 31dsd) nonuos zijeue juefes [t JOL-L| SIN-D71 8puLIB[a1ISy8 ©s||Iydy ue[isie)) "1z y 9BZL)

ZNINTTILA YBIINPQY EJEISNIN




ovT

A A TOIHED umouxun | 8¢
p r 90TH D uljjosInT | Lg
MM 80%He™D umouxun | 9¢
M LO%HD umouxun | G¢
S O%HD 3UOAIIBA-B ‘BUOPUNIOY ‘BUOIENI00N ‘BUOIJBWIRD) | ¥E
SbEL1ZE apisouriAdoon|f
t O"H™ | g0-1Apew-1Ausydin-0-g-1A180e-0-11-v'e 'z IAyow | €€
M YQOeHST) (auadiayinbsas) ulorepnp ‘pioe 2ISI19sqQY | Z€
MM SO%H%D umoudun | T
M YO"HSTD umouxun | o€
M e e L2 V UlWwoons ‘apisojayoel) | 62
\ N RTES p1oe ouresad0l0ldiewn | 82
N 10 %Y €&y umouwun | e
N o 2y @y UIpHI0JI3 1 ‘Uglezy | 9z
9821122 'V PIOYOLEBIOpNasd
p O™ H™0 ‘W ULIpuesIyds ‘pioe o1feladeosl ‘uissend) §¢
apisoon|b-¢ jouasydwos ‘apiucinon|f
N 200 -/ 13y18 |[Ay1aw-¢ josagdwiaey] ‘apisouriAdouoinanih ve
-d-g-0-/-unuawsolp ‘spiuoinon|b-g-g
-O-/-uluab1i01991 ‘(apIsojAx|A199e-0-,.£)-8 ulladeqiaH
EOfTHTD p1oe dluowser | €¢
M MMMMG FO™HFO (p1oe ojuinbjAoayeola-G'T)sutieueAd | zz
S MM To%Hse) auojoejouInb-g'T-jAosyedla-v'e | T2
M M LOH) 9 uloouinbein ‘auojoJeIBIN ‘UlsIeA | 02
auolp
MM OIOBTHED | -g'z-auayjuex[auapllA-T-usip-G'z-exayojoka(auspllA | 6T
-6-UayuexAxoipAyensi-/ ‘'9'e'z)-v1-6-AxoipAyip- ‘9
d Siojqle [nuLioq Hjeuy | ON

(weAsqQ) 'TZ'v BRZL)

VINSILIVL A 4V INDI1Ng ¥




134"

UMMM MMM MMM MMM S S M MMM S S S SIS RS %0 HTD UMOLDYUN | 6
MMM S MMMMM MMM MMMPMMM 80%H%H uliebuaynwin ‘JouolR ‘unswelyY ‘1018Iqwo) | 8§
MIMMMC ML M IMMSSL SIS M MMM MMM "O*HO umowiun | /g
I8 N M S rQOrHoZH a1eIea1sAX0IpAy 109416 ausjAyia | 95
MM 7 1 1 1 O 1 1 O e e pioe oLealsAx0IpAH | 55
MM LM M MMM MMM MMM SIS I T ] foH use oniued | S
LOOTHETD p1oe Jlusn cc
P ‘W BUOAR[|19S ‘unues ‘uljiredn3 ‘joauljisi) ‘ulueAy
N "Q%HED umoudun | ¢s
p p MM MAMMIM A "OTH™D umoutun | 1
Mo p MM MR MAMMIM A *0"HO unLRWISID | 0
N MMM M M 80 THETD uIp1ader uluabil ‘ul||1dediy ‘ulplaIneus) | 6v
N MMIA QBT p1oe ouodIyD | 8¥
U1l ‘ulzeuweyy
! Mo "O"HTO 'uINqwo ‘usojaJo ‘unifedng ‘toipsio | 47
M MM M M S0°TH®D umouxun | 9y
N N A IO pioe d1eddeT | Gf
‘Ulusbi0199] ‘uluabiio1dsy
p p *O7HTO -15d ‘Utasusield ‘spuisdwaey ‘unswsolq ‘|o18osAIyD vy
M N S N M S LOOTHETY | sunajouydep ‘v ULIOJOJISIBA ‘D suolAdodol ‘uidojures | £f
MoOM MoOM M MM *0H"O usbidy | zy
N M M M M CIO%TH™D umouxun | Ty
\( > 7 \« O VTH%2) umouxun | ov
L\2T149T ulleXiewel
M M O"H™O ‘uneajeze ‘unadau ‘unBUWRYJ ‘UlBUWRYIOS] 6¢
z|A{a|n|n|1|$|s|laldlo|ofulw]| [} T]1|y|8|6|4|a|p|d|2|qg|e [nurIoq Jjeuy | ON

(weAsqQ) 'TZ'v BRZL)

ZNINTTILA YBIINPQY EJEISNIN



(474"

MMM MM IMMMMMMMMMMMMMMMMMMD O%H*D umoudun | €8
MMM MM AIMMMM MMMMMMMMMMMMMM D *0"H*0 umouxun | ¢8
MM MM IMMMM MMM MM MMM O"H"™) loyooje jfoni3 | 18
MMM MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM ‘0%H*D ereusjoul] [Aureuuid | 08
MMM MMM MMM N O"H®D [BUBIIPEIEI0-6 | 61

MMM MMMCIMMMMMMMMMMMMMMMMMM ‘0"H™0 PIoe DIpIe|3 “PIoe 21B]O | 8L
MM S "O%H%) umouNun | L.

M M M MM M OIM MMM "O"H*0 umoudun | 94
MoOM MMMMMM M MMMMM MMMMMMM *0"H™D 8UOUIYI3HOIS | G/
N 8 "OYHED umousun | 72

M MM MMM MMM M MM ‘0"H*D PIOE Jl0USIPES030Q | €L
MMM MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM O%HD loyoye JAusjour | z/
M MoM M MMM MM N *0%H™0 umouxun | T2
M MMM p M MMM M ‘0%H¥D umoudun | 04
M MoOIM MM N MoOIMCIMMM M N S0%H5D auode|dip 'V TO3IVHIINAN 'O auoueAeyeioydos | 69
MoOIM M N MoOIM CO¥H%D p1oe 219nI3 | 89

N S EQYHD pIoB 210UBS0I0PAX0IPAH | /9

MoOM MMMCIMMMMMMMMMMMMMMMMM M ‘0"H™D PIOE JIPIYIBIY | 99
MM M M M MMM MMM MM *0™H"D umoudun | 99
MMM MoIM MM MoOIMOM LOPTHED V 3AITON3IAV1d ‘apljoulsselgAxoipAy-9z | ¥9
N MoOIMO M MoOIM TO®HED umoudun | €9
MM MM AL OHD| oo @ wabeniep o1 mnsag |

MMM MMMCIMMMMMMMMMMMMMMMMMMM ‘0*H™0 proe JLelS | 19
MM S0%H%D aptjopideT ‘ulyiuIsqy | 09

z| K| A V| $|sfajdjejojufw| Ml 1{y|3|/6s|a|p|do|q|je [nurioq H[euy | ON

(weAsqQ) 'TZ'v BRZL)

VINSILIVL A 4V INDI1Ng ¥




vt

I O O S S S S T T 8 T S S S A R S 1 I S T S I losais0neq | 68
A OH8%D auo-g-uaea)-zz'(¥1)8'9'v-e1s06i43 | 88

MM MMM MM MMMM MMM "O”HD Sleuoguedlfipaul |Ksaisaloud | L8

N M M M M M N ¢Of"H"™D p1oe oLaooubIT | 98

MMMMMCIMIM MMM MMM MM “0"H*D L @bueio poo4 | g8
MM MMM MMM OH*D umouyun | 8
z|A{a|n|n|1|$|s|laldlo|ofulw]| [} T]1|y|8|6|4|a|p|d|2|qg|e [nurIoq Jjeuy | ON

(weAsqQ) 'TZ'v BRZL)

ZNINTTILA YBIINPQY EJEISNIN



4. BULGULAR VE TARTISMA
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5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez calismasinda Asteraceae familyasina ait olan 14 Achillea
tirtiniin (A. biebersteinii Afan, A. coarctata Poir., A. kotschyi subsp. kotschyi, A.
lycaonica Boiss. et Heldr., A. millefolium L. subsp. millefolium L., A. schischkinii Sosn.,
A. setacea Waldst. et Kit., A. sintenisii Hub.-Mor., A. wilhelmsii c. Koch subsp.
wilhelmsii, A. teretifolia Willd., A. goniocephala Boiss. et Bal., A. nobilis L. subsp.
neilreichii (Kerner) Formanek, A. spinulifolia Fenzl ex Boiss. ve A. monocephala Boiss.
& Balansa) toprak alt1 ve toprak tistii kisimlart hazirlanan ekstreleri kimyasal icerik ve

biyolojik aktivite acisindan detayl bir sekilde incelenmistir.

Caligilan tiirlerin metanol-kloroform ekstrelerinin major sekonder metabolitleri
LCMS IT-TOF cihaz ile taranmistir. Ayrica LC-MS/MS ile hem etanol hem de
metanol-kloroform ekstrelerindeki 37 fitokimyasalin (15 fenolik asit, 17 flavonoit, 3
fenolik olmayan organik asit, 1 fenolik aldehit ve 1 Benzopiran) kalitatif ve kantitatif
analizine ait metot validasyonu yapilarak ekstrelerdeki miktarlar1 belirlenmistir. Ayrica,
calisilan Achillea Dbitki ekstrelerinin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerigi
belirlendikten sonra DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, ABTS katyon radikali
giderim aktivitesi, P-Karoten lipit peroksidasyon test sistemi ve CUPRAC bakir
indirgeme kapasitesi yontemleriyle antioksidan aktiviteleri ve Ellman yontemi ile
antikolinesteraz etkileri belirlendi. Tez ¢alismasinin 6nemli bir kisminda da Achillea
tiirlerinin toprak iistii ve toprak alt1 kisimlariin metanol-kloroform (1:1) ekstrelerinin

HeLa hiicrelerine kars1 antikanserojen aktivitelerini incelenmistir.

Calisilan 14 Achillea tiiriiniin toprak alt1 ve toprak iistli kisimlarinin kloroform-
metanol ekstrelerinin LC-MS IT-TOF ile taranmasi sonucu farkli siniflardan 89 farkli
sekonder metabolit tespit edilmistir. Bu bilesenlerden yirmiye yakini, ¢alisilan tiim
tiirlerde tespit edilmistir. Bu durum, bu bilesenlerin Achillea tiirlerinin kemotaksonomik
caligmalar1 agisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Bu veriler genel olarak Achillea

tiirleri ile calisacak bilim insanlarina yol gosterici olacaktir.

Ekstreler igerisinde A. nobilis, A. monocephala ve A. kotschyi’nin toprak alti
ekstresinin toplam fenolik miktarlarinin (sirasiyla 282.97 + 3.14, 255.95 + 3.51 ve
260.00+3.38 pg pirokatekole esdeger/mg ekstre) en yiiksek, A. schischkinii’nin toprak
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alt1 ekstresinin toplam flavonoid igeriginin (35.36 = 0.54 pg kersetine esdeger/mg
ekstre) ise en fazla oldugu goriilmistiir. Bu arada genel olarak A. kotschyi, A. nobilis ve
A. monocephala’nin toplam fenolik ve flavonoid igerik bakimindan zengin oldugu tespit

edilmistir.

LC-MS/MS ile 37 fitokimyasalin kalitatif ve kantitatif analizine iliskin
gelistirilen ve validasyonu yapilan metotla bitkilerin toprak alti ve toprak {istii
kisimlarinin etanol ve kloroform-metanol ekstrelerinin analizleri yapilmistir. LC-
MS/MS sonuglarina gore A. kotschyi ve A. nobilis 'in toprak alti etanol ekstrelerinde
klorojenik asit (sirastyla 55812.20 ve 46407.00 pg/g ekstre), A. schischkinii'nin toprak
uistii etanol ekstresinde kinik asit (38293.02 pg/g ekstre), A. monocephala'nin toprak alti
metanol-kloroform, toprak alt1 ve toprak iistii etanol ekstrelerinde fumarik asit (sirasiyla
12986.93, 9390.42 ve 5105.82 pg/g ekstre), A. millefolium'un toprak {iistii metanol-
kloroform ekstresinde malik asit (12945.44ug/g ekstre), A. coarctata, A. millefolium ve
A. setacea 'min toprak lstii etanol ekstresinde rutin (sirasiyla 11120.52, 7696.17 ve
7461.23 ng/g ekstre) ve hesperidin (sirastyla 3949.89, 2245.19 ve 2562.70 pg/g ekstre),
A. teretifolia'nin toprak alti ve toprak ustii etanol ekstrelerinde kersetin (sirasiyla
9085.56, 4432.36 ng/g ekstre), A. goniocephala'nin toprak alt1 etanol ekstresinde vanilik
asit (5376.57 pg/g ekstre), A. monocephala, A. kotschyi'nin toprak istii etanol ve A.
kotschyi'nin toprak tstii metanol-kloroform ekstrelerinde apigenin (sirasiyla 5205.2,
2167.55 ve 1629.36 ng/g ekstre), A. kotschyi, A. spinulifolia, A. nobilis ve A.
goniocephala'nin toprak {istii etanol ekstresinde izokersitrin (sirasiyla 3535.16, 2241.42,
2234.09 ve 2053.51 ng/g ekstre), A. kotschyi'nin toprak istii etanol ve metanol-
kloroform ekstrelerinde apigetrin (sirasiyla 5358.40 ve 3472.24 pg/g ekstre), A.
nobilis'in toprak alti metanol-kloroform ekstresinde kafeik asit (2862.66 ng/g ekstre), A.
teretifolia, A. biebersteinii ve A. monocephala'nin toprak {stii etanol ekstresinde
luteolin (sirasiyla 2613.32, 2535.41 ve 2343.39 nug/g ekstre) kayda deger miktarda

bulunmustur.

Genel olarak calistigimiz tlirlerden toplam fenolik ve flavonoid igerik
bakimindan zengin olan tiirlerin LC-MS/MS taramasinda da benzer sonuglar elde
edilmistir. LC-MS/MS sonuglarimiza gére Kinik, malik, fumarik, klorojenik ve vanilik

asitler ile rutin, hesperidin, izokersitrin, apigetrin, luteolin ve apigenin flavonoidlerinin
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calistigimiz tiirlerin tiimiinde veya ¢ogunlugunda kayda deger miktarda oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 17 bilesenin ¢alistigimiz tiim tiirlerde varlik gosterdigi belirlenmistir.
Bu  bilesenlerin  Achillea tiirlerinin  kemotaksonomik  smiflandirilmasinda

kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.

B-karoten renk agilimi yoOntemine gore tim ekstrelerimizin diisiik ve orta
seviyede aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu yontemde en c¢ok en aktif ekstreler A.
goniocephala toprak tistii (48.42+0.25), A. millefolium toprak tsti (53.59+0.29), A.
setacea toprak tstii (54.70+0.65) ve A. wilhelmsii toprak alti (55.19+0.86) oldugu

belirlenmistir.

Genel olarak calisilan Achillea tiirlerinin iyi seviyede DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi gosterdigi tespit edilmisti. DPPH yontemine gore, en yiiksek
aktiviteyi A. nobilis (1Cso: 12.23+0.24), A. kotschyi (12.88+0.45) ve A. monocephala’nin
(16,85+0,60) toprak alt1 ekstreleri gostermistir. Bunun yaninda ¢alisilan Achillea
tirlerinin genel olarak ABTS katyon radikali giderim yonteminde de ¢ok iyi aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Bu yontemde en yiiksek aktiviteyi, A. monocephala toprak
alt1 (<10), A. nobilis toprak alt1 (<10) ve A. kotschyi’nin toprak alti (<10) ekstreleri
gostermistir. Bu ekstreler hemen hemen a-tocopherol kadar veya daha iyi aktivite
gostermislerdir. CUPRAC antioksidan tayin yontemine gore ise A. monocephala toprak
alti (2.850+0.289), A. nobilis toprak alti (3.675+0.13), A. coarctata toprak alti
(2.114+0.101) ve A. kotschyi’nin toprak alti (3.547+0.039) ekstreleri BHT ye yakin
(3.637+0.184) veya daha iyi aktivite gostermislerdir.

Ayn tiirlerin hem ABTS hem de DPPH yontemlerinde en yiiksek aktiviteyi
gosterdikleri goze carpmaktadir. Bu tiirlerin bu yiiksek aktiviteleri yliksek total fenolik
ve flavonoid igerikleri ile paralellik gostermektedir. Bu sonuglara, LC-MS/MS verileri
1s18inda detayl bir sekilde bakildiginda bu yliksek aktivitenin antioksidan potansiyeline
sahip olan ve bu tiirlerde fazlaca bulunan klorojenik, kafeik, p-kumarik ve protokatesik
asitlerin yan1 sira, Kkesretin, apigenin, rutin ve luteolin gibi flavonoidlerden

kaynaklaniyor olabilecegini soyleyebiliriz.
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Antikolinesteraz aktivite sonuclarina gore tim ekstreler arasinda en yiiksek
aktiviteyi hem biitirilkolinesteraz hem de asetilkolinesteraz enzim inhibisyonunda A.

monocephala’nin toprak iistii ekstresi (sirasiyla 39.73+1.51, 19.60+0.44) gostermistir.

Ekstrelerin HeLa hiicreleri tizerindeki sitotoksik (antikanser) aktivite testleri
sonucunda Achillea tiirlerinin tamami1 6nemli dlglide sitotoksik aktivite gostermistir. En
yiiksek sitotoksik aktiviteleri A. goniocephala toprak {istii (-0.009), A. millefolium
toprak tistii (-0.0059), A. wilhelmsii toprak tstii (-0.0146), A. spinulifolia toprak alt1 (-
0.03) ve toprak tistii (-0.02) ve A. schischkinii toprak dstii (-0.0034) ekstreleri
gosterirken, en disiik aktiviteleri A. lycaonica toprak alt1 (0.2266), A. kotschyi toprak
alt1 (0.1609), A. sintenisii toprak istii (0.1559) ve A. teretifolia toprak alt1 (0.1487)
ekstreleri gostermislerdir. Ayrica, A. monocephala, A. nobilis, A. coarctata tiirlerinin de

cok yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi anlagilmistir.

Literatiirde, calisilan Achillea tiirleri iizerine pek ¢ok irili ufakli ¢aligma vardir.
Ancak 14 tirtin kapsamli bir sekilde incelenmesi gerceklestirilmemistir. Ayrica,
Achillea tiirlerinin LC-MS IT-TOF ile metabolik taranmasi ilk defa gerceklestirilmis
olup, bu tezde ¢alisilan A. monocephala, A. goniocephala, A. sintenisii, A. spinulifolia,
A. teretifolia ve A. schischkinii tiirleri tizerine LC-MS/MS ile yapilan fitokimyasal
tarama bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu agidan bu tez ¢alismasinin literatiire 6nemli
bir katki saglamasi ve gelecekte Achillea cinsi lizerinde g¢alisacak bilim insanlarina 151k

tutmasi beklenmektedir.

Sonu¢ olarak, cok yiiksek antioksidan ve sitotoksik aktivite gosteren A.
monocephala, A. nobilis ve A. coarctata tiirlerinin daha detayli olarak kimyasal agidan
incelenmesi ve aktif bilesiklerin izole edilerek yapilarmin aydmlatilmas: faydali

olacaktir.
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Ek 17. A. nobilis’in toprak tistii CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 20. A. setacea’nin toprak altt CHCI3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 22. A. teretifolia’nin toprak altt CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 23. A. spinulifolia’nin toprak altt CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 24. A. wilhelmsii’nin toprak alti CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 25. A. lycaonica’nin toprak altit CHClz-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 26. A. millefolium’un toprak altit CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 27. A. kotschyi’nin toprak altt CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 28. A. coarctata’nin toprak altt CHCl;-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 29. A. sintenisii’nin toprak altt CHCl;-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 30. A. goniocephala’nin toprak alti CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 31. A. nobilis’in toprak altt CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 32. A. monocephala’nin toprak alti CHCl3-MeOH ekstresinin standart kromatogrami
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Ek 33. A. schischkinii’nin toprak alti etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 34. A. setacea’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 35. A. biebersteinii’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 36. A. teretifolia’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 37. A. spinulifolia’nin toprak alti etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 38. A. wilhelmsii’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 39. A. lycaonica’nin toprak alti etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 40. A. millefolium’un toprak alti etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 41. A. kotschyi’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 42. A. coarctata’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 43. A. sintenisii’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

30

930.215

|||\\||||?|\||||||\?l|||||\||?|||\\||||?|\||||

7

||I‘
| |

0
!

15

1418

|| ”‘I 12 Hﬁ 25

000 L

Ek 44. A. goniocephala’nin toprak alti etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 45. A. nobilis’in toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 46. A. monocephala’nin toprak alt1 etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 47. A. schischkinii’nin toprak iistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 48. A. setacea’nin toprak tistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 49. A. biebersteinii’nin toprak istii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 50. A. teretifolia’nin toprak iistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 51. A. spinulifolia’nin toprak tstii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 52. A. wilhelmsii’nin toprak iistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
J267.693
] 2,3
4,00+
3.00-
1 7
2,00+ 9
] | 31,32
7 | ll‘ |
] |
) | |
e owoe |
e e e —
5 10 15 20 25 30 35
min

Ek 53. A. lycaonica’nin toprak {istii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 54. A. millefolium’un toprak iistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 55. A. kotschyi’nin toprak istii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 56. A. coarctata’nin toprak iistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 58. A. goniocephala’nin toprak iistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 59. A. nobilis’in toprak tistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 60. A. monocephala’nin toprak iistii etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

204



Mustafa Abdullah YILMAZ

Ek 61. Hesperidin ig¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanmim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

poperan S pikecen OO G Gl G Ce
Yok (100 Kaz. (%) ppm) (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm)

902 994 93.83 0.94 1410 101.97 1.02 1881 98.08 0.98

903 1000 99.83 1.00 1405 100.97 1.01 1868 96.78 0.97

902 1008 107.83 1.08 1414 102.77 1.03 1916 101.58 1.02

- 895 1000 99.83 1.00 1409 101.77 1.02 1981 108.08 1.08

5 895 1003 102.83 1.03 1412 102.37 1.02 1938 103.78 1.04

(% 904 1006 105.83 1.06 1410 101.97 1.02 1911 101.08 1.01

Ort. 900.17 1001.83 101.67 1.02 1410.00 101.97 1.02 1915.83 101.57 1.02
Std 4.070 4.997 4.997 0.050 3.033 0.607 0.006 40.652 4.065 0.041
RSD 0.005 0.005 0.049 0.049 0.002 0.006 0.006 0.021 0.040 0.040
903 1005 104.39 1.04 1424 104.68 1.05 1934 103.34 1.03

904 1005 104.39 1.04 1404 100.68 1.01 1908 100.74 1.01

§ 910 995 94.39 0.94 1410 101.88 1.02 1956 105.54 1.06

E 896 995 94.39 0.94 1424 104.68 1.05 1886 98.54 0.99

? 900 1000 99.39 0.99 1422 104.28 1.04 1887 98.64 0.99

E 906 1004 103.39 1.03 1407 101.28 1.01 1999 109.84 1.10

910 999 98.39 0.98 1422 104.28 1.04 1992 109.14 1.09

906 996 95.39 0.95 1406 101.08 1.01 1896 99.54 1.00

§ 893 1000 99.39 0.99 1421 104.08 1.04 1942 104.14 1.04

E 893 995 94.39 0.94 1412 102.28 1.02 1878 97.74 0.98

9 907 997 96.39 0.96 1407 101.28 1.01 1867 96.64 0.97

E 901 1003 102.39 1.02 1418 103.48 1.03 1904 100.34 1.00

899 1007 106.39 1.06 1410 101.88 1.02 1889 98.84 0.99

893 997 96.39 0.96 1413 102.48 1.02 1858 95.74 0.96

? 893 998 97.39 0.97 1425 104.88 1.05 1857 95.64 0.96

E 903 1005 104.39 1.04 1419 103.68 1.04 1870 96.94 0.97

LE 894 1006 105.39 1.05 1420 103.88 1.04 1990 108.94 1.09

E 900 1001 100.39 1.00 1414 102.68 1.03 1876 97.54 0.98

F.G.Ort. 900.61 1000.44 99.83 1.00 1415.44 102.97 1.03 1910.50 100.99 1.01
F.G.Std 5.932 4.176 4.176 0.042 7.014 1.403 0.014 47.080 4.708 0.047
F.G.RSD 0.007 0.004 0.042 0.042 0.005 0.014 0.014 0.025 0.047 0.047
Gen. Ort 900.50 1000.79 100.29 1.00 1414.08 102.72 1.03 1911.83 101.13 1.01
Gen. Std 5.445 4.324 4.356 0.044 6.646 1.315 0.013 44,756 4.477 0.045
Gen. RSD 0.006 0.004 0.043 0.043 0.005 0.013 0.013 0.023 0.044 0.044

RSD (Pool) 0.012503468
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Ek 62. Hesperidin i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik caligma hesaplamalart

%0Ortalama

. G. K. Cal. . Analiz Son. % Geri Alma Paralel
Analit Geri RSD
(mg/L) Kazanim St. Sapma St. Sap. Sayisi
100 1.00 4.32 0.044 0.004 24
Hesperidin 500 1.03 6.65 0.013 0.005 24
1000 1.01 44.76 0.045 0.023 24
ort 1.01 0.034 0.011 n=72
';?‘m"‘"‘ 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0039865

Ek 63. Hesperidin igin yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik Rélatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0125 0.0125
Gergeklik 1.013805556 0.00398652 0.0039322
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0131
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0262

(k=2, %95 Giiven arahigi)
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Ek 64. p-Kumarik asit i¢in ayn1 giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar {retilebilirlik) c¢alismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort.:ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik Orta . Yiiksek .

p-Kumarik  Spike spike  Geri Geri spike Geri Eea? spike Geri Kaz. ﬁ:;'

asit Yok (100 Kaz. Kaz. (%) (500 Kaz. (%) (1000 (%)

ppm) ppm) ppm)

69 167 101.33 1.01 565 99.87 1.00 1076 101.03 1.01

67 163 97.33 0.97 570 100.87 1.01 1078 101.23 1.01

69 162 96.33 0.96 577 102.27 1.02 1082 101.63 1.02

- 64 160 94.33 0.94 574 101.67 1.02 1056 99.03 0.99

:s 62 175 109.33  1.09 564 99.67 1.00 1055 98.93 0.99

% 63 171 105.33 1.05 571 101.07 1.01 1064 99.83 1.00

Ort. 65.67 166.33 100.67 1.01 570.17 100.90 1.01 1068.50  100.28 1.00
Std 3.077 5.785 5.785 0.058 5.037 1.007 0.010 11.726 1.173 0.012
RSD 0.047 0.035 0.057 0.057 0.009 0.010 0.010 0.011 0.012 0.012
68 173 107.89  1.08 580 102.98 1.03 1086 102.09 1.02

66 168 102.89 1.03 562 99.38 0.99 1068 100.29 1.00

§ 65 170 104.89  1.05 576 102.18 1.02 1070 100.49 1.00

E 65 171 105.89 1.06 580 102.98 1.03 1056 99.09 0.99

? 60 172 106.89  1.07 568 100.58 1.01 1084 101.89 1.02

E 69 161 95.89 0.96 560 98.98 0.99 1073 100.79 1.01

66 173 107.89  1.08 562 99.38 0.99 1072 100.69 1.01

67 161 95.89 0.96 564 99.78 1.00 1059 99.39 0.99

§ 64 164 98.89 0.99 569 100.78 1.01 1077 101.19 1.01

E 62 162 96.89 0.97 573 101.58 1.02 1058 99.29 0.99

9 67 160 94.89 0.95 566 100.18 1.00 1084 101.89 1.02

E 64 162 96.89 0.97 569 100.78 1.01 1068 100.29 1.00

63 164 98.89 0.99 570 100.98 1.01 1071 100.59 1.01

66 174 108.89 1.09 569 100.78 1.01 1087 102.19 1.02

? 68 172 106.89  1.07 568 100.58 1.01 1083 101.79 1.02

E 62 172 106.89 1.07 579 102.78 1.03 1056 99.09 0.99

9 64 164 98.89 0.99 561 99.18 0.99 1056 99.09 0.99

E 66 169 103.89 1.04 565 99.98 1.00 1087 102.19 1.02
F.G.Ort. 65.11 167.33 102.22  1.02 568.94 100.77 1.01 1071.94  100.68 1.01
F.G.Std 2.374 4.982 4.982 0.050 6.430 1.286 0.013 11.507 1.151 0.012
F.G.RSD 0.036 0.030 0.049 0.049 0.011 0.013 0.013 0.011 0.011 0.011
Gen. Ort 65.25 167.08 101.83  1.02 569.25 100.80 1.01 1071.08  100.58 1.01
Gen. Std 2.507 5.081 5.108 0.051 6.031 1.203 0.012 11.405 1.144 0.011
Gen. RSD 0.038 0.030 0.050 0.050 0.011 0.012 0.012 0.011 0.011 0.011

RSD (Pool)  0.025622774
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Ek 65. p-Kumarik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalar

%Ortalama . % Geri
Analit G K. Cal. oo AnalizSon. 5o st RsD Paralel Sayist
(mg/L) St. Sapma
Kazanim Sap.
_ 100 1.02 5.08 0051 0030 24
g;ﬁ“ma”k 500 1.01 6.03 0012 0011 24
1000 1.01 11.41 0011 0011 24
ort 1.01 0025 0017  n=72
';f‘”‘kﬁk 8.485281

Standard belirsizlik: 0.002929

Ek 66. p-Kumarik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart e
Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri Belirsizlik ~ Rolatif Standart
Belirsizlik u(x)/x
u(x)
Kesinlik 1 0.0256 0.0256
Gerceklik 1.0107222 0.0029287 0.0028976
Birlestirilmis rolatif Standart Belirsizlik 0.0258
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik (k=2, %95 Giiven 0.0516

arahig)

208



Mustafa Abdullah YILMAZ

Ek 67. o-Kumarik asit i¢in ayn1 giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik orta — Yiiksek :
o-Kumarik  Spike spike . = GeriKaz spike  Geri oo spike  Geri cent
asit Yok (100 (%) (500 Kaz. (o @000 Kez O

ppm) ppm) ppm)
0 105 10500 105 491 9820 098 1014 10140 101
0 94 9400 094 500 10000 100 977 9770 098
0 93 9300 093 491 9820 098 978 9780 098
i 0 94 9400 094 486 9720 097 1017 10170 1.02
3 0 102 10200 102 488 97.60 098 1015 10150  1.02
% 0 94 9400 094 488 97.60 098 993 9930 099
ort. 0 97.00 9700 097 49067 9813 098  999.00  99.90 100
std 0 5138 5138  0.051 4967 0993 0010 18794 1879 0019
RSD 0 0053 0053 0053 0010 0010 0010 0019 0019 0019
0 98 9800 098 509 10180 102 986 9860 099
0 9% 9600 096 509 10180 102 1004 10040 1.00
g 0 102 10200 102 485 9700 097 982 9820 098
z 0 100 10000 100 485 9700 097 982 9820 098
© 0 102 10200 102 493 9860 099 1002 10020 1.00
E 0 101 10100 101 505 10100 101 975 9750 098
0 92 9200 092 488 97.60 098 999 9990  1.00
0 92 9200 092 490 9800 098 1020 10200 102
g 0 92 9200 092 486 9720 097 986 9860 099
2 0 94 9400 094 495 99.00 099 986 9860 099
© 0 9% 9600 096 500 10000 100 1019 10190  1.02
E 0 101 10100 101 488 97.60 098 1000 10000 1.00
0 9% 9400 094 503 10060 101 989 9890 099
0 101 10100 101 507 10140 101 983 9830 098
2 0 102 10200 102 502 10040 100 1019 10190  1.02
2 0 9% 9600 096 504 10080 101 1019 10190  1.02
© 0 100 10000 100 503 10060 101 1001 10010 1.00
E 0 107 10700 107 485 9700 097 1007 10070 1.01
F.G.Ort 0 9811 9811 0.8 49650 9930 099  997.72  99.77 100
F.G.Std 0 4310 4310 0043 9031 1806 0018 14816 1482 0015
FGRSD 0 0044 0044 0044 0018 0018 0018 0015 0015 0015
Gen.ort 0 9783 9783 098 49504 9901 099 99804  99.80 100
Gen. std 0 4440 4440 0044 8503 1701 0017 15471 1547 0015
Gen.RSD 0 0045 0045  0.045 0017 0017 0017 0016 0016 0016

RSD (Pool)  0.025468619
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Ek 68. 0-Kumarik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalar

%0Ortalama . % Geri
Analit (Gn'q fl'_;:al‘ Geri ?t”%': ﬁ]‘;” Kazamm  RSD Egri'e'
9 Kazanim -=ap St. Sap. yist
100 0.98 4.44 0.044 0.045 24
o-Kumarik asit 500 0.99 8.50 0.017 0.017 24
1000 1.00 15.47 0.015 0.016 24
ort 0.99 0.026 0.026 n=72
';f‘”‘kﬁk 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0030199

Ek 69. 0-Kumarik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklari x Degeri iiydart Belirsizlik gg:::.tsllfz ﬁtlfﬂ?xa)l/')t(
Kesinlik 1 0.0255 0.0255
Gergeklik 0.988819444 0.003019861 0.003054006
Belraizik U Py no
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 0.0513

%95 Giiven arahgy)
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Ek 70. Gallik asit i¢cin aym giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazamim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar iretilebilirlik) caligmalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

. Diisiik - Geri Orta . Geri Yiiksek Geri

Ganikasic Spee e Gy B G e Genkan Kaz
ppm) (%) ppm) (%) ppm) (%)

0 518 103.60 1.04 4971 99.42 0.99 9890 98.90 0.99

0 510 102.00 1.02 4958 99.16 0.99 9864 98.64 0.99

0 499 99.80 1.00 5069 101.38 1.01 9875 98.75 0.99

- 0 499 99.80 1.00 4941 98.82 0.99 10135 101.35 1.01

8 0 509 101.80 1.02 5062 101.24 1.01 9867 98.67 0.99

% 0 481 96.20 0.96 5004 100.08  1.00 10046 100.46 1.00
Ort. 0 502.67 10053  1.01 5000.83  100.02  1.00 9946.17 99.46 0.99
Std 0 12.848  2.570 0.026 54.227 1.085 0.011 115.640 1.156 0.012
RSD 0 0.026 0.026 0.026 0.011 0.011 0.011 0.012 0.012 0.012
0 517 103.40  1.03 5053 101.06  1.01 10155 101.55 1.02

0 514 102.80  1.03 5026 10052  1.01 10077 100.77 1.01

L"E 0 500 100.00  1.00 4947 98.94 0.99 10118 101.18 1.01

ﬁ 0 512 102.40  1.02 5083 101.66  1.02 9979 99.79 1.00

;2 0 490 98.00 0.98 4914 98.28 0.98 10113 101.13 1.01

E 0 505 101.00 1.01 5000 100.00 1.00 10117 101.17 1.01

0 484 96.80 0.97 4948 98.96 0.99 10064 100.64 1.01

0 510 102.00 1.02 5048 10096  1.01 10191 101.91 1.02

§ 0 481 96.20 0.96 4984 99.68 1.00 10021 100.21 1.00

E 0 487 97.40 0.97 4982 99.64 1.00 10052 100.52 1.01

9 0 507 101.40 1.01 5027 100.54 1.01 10026 100.26 1.00

E 0 516 103.20  1.03 5060 10120 1.01 10198 101.98 1.02

0 495 99.00 0.99 4987 99.74 1.00 10104 101.04 1.01

0 509 101.80  1.02 4969 99.38 0.99 10181 101.81 1.02

? 0 498 99.60 1.00 4977 99.54 1.00 9919 99.19 0.99

E 0 515 103.00 1.03 4938 98.76 0.99 9853 98.53 0.99

LZ 0 513 102.60 1.03 5062 101.24 1.01 9950 99.50 1.00

E 0 516 103.20  1.03 4946 98.92 0.99 10050 100.50 1.01
F.G.Ort. 0 503.83 100.77  1.01 4997.28  99.95 1.00 10064.89 100.65 1.01
F.G.Std 0 11.982  2.396 0.024 50.074 1.001 0.010 95.590 0.956 0.010
F.G.RSD 0 0.024 0.024 0.024 0.010 0.010 0.010 0.009 0.009 0.009
Gen. Ort 0 50354 100.71  1.01 4998.17  99.96 1.00 10035.21 100.35 1.00
Gen. Std 0 11927 2385 0.024 49.950 0.999 0.010 111.438 1.114 0.011
Gen. RSD 0 0.024 0.024 0.024 0.010 0.010 0.010 0.011 0.011 0.011

RSD (Pool)  0.014002222
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Ek 71. Gallik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligsma hesaplamalari

Ortalama % Geri

Analit ?n'];l'_)cal' % Geri 'gt”as'; " Kazamm  RSD g’:‘ra'e'
Kazanim ' St. Sap. yist
500 1.01 11.93 0.024 0.024 24
Gallik asit 5000 1.00 49.95 0.010 0.010 24
10000 1.00 111.44 0.011 0.011 24
ort 1.00 0.015 0.015 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0017673

Ek 72. Gallik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araligindayapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar: X Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0140 0.0140
Gercgeklik 1.0034125 0.001767309 0.001761299
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0141
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik (k=2, 0.0282

%95 Giiven arahgy)
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Ek 73. Kafeik asit i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik Orta Yiiksek
Kafeik Spike spike Geri Geri spike Geri Geri spike Geri Geri
asit Yok (100 Kaz. Kaz. (%) (500 Kaz. Kaz. (%) (1000 Kaz. Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

266 374 112.67 1.13 762 100.13 1.00 1265 100.37 1.00

252 369 107.67 1.08 767 101.13 1.01 1238 97.67 0.98

259 359 97.67 0.98 767 101.13 1.01 1271 100.97 1.01

- 268 355 93.67 0.94 769 101.53 1.02 1247 98.57 0.99

3 258 356 94.67 0.95 755 98.73 0.99 1246 98.47 0.98

S; 265 372 110.67 111 757 99.13 0.99 1278 101.67 1.02
Ort. 261.33  364.17  102.83 1.03 762.83  100.30 1.00 125750  99.62 1.00
Std 6.055 8.472 8.472 0.085 5.811 1.162 0.012 16.009 1.601 0.016
RSD 0.023 0.023 0.082 0.082 0.008 0.012 0.012 0.013 0.016 0.016
265 358 94.06 0.94 763 99.81 1.00 1254 99.01 0.99

270 368 104.06 1.04 751 97.41 0.97 1234 97.01 0.97

§ 258 361 97.06 0.97 764 100.01 1.00 1273 100.91 1.01

:;i:; 268 362 98.06 0.98 753 97.81 0.98 1279 101.51 1.02

2 271 356 92.06 0.92 752 97.61 0.98 1274 101.01 1.01

Z‘é 270 369 105.06 1.05 752 97.61 0.98 1253 98.91 0.99

269 372 108.06 1.08 772 101.61 1.02 1271 100.71 1.01

267 365 101.06 1.01 771 101.41 1.01 1267 100.31 1.00

§ 263 357 93.06 0.93 752 97.61 0.98 1240 97.61 0.98

E 263 351 87.06 0.87 774 102.01 1.02 1263 99.91 1.00

2 258 372 108.06 1.08 775 102.21 1.02 1248 98.41 0.98

E 264 372 108.06 1.08 753 97.81 0.98 1252 98.81 0.99

266 352 88.06 0.88 758 98.81 0.99 1259 99.51 1.00

262 354 90.06 0.90 768 100.81 1.01 1250 98.61 0.99

? 260 371 107.06 1.07 775 102.21 1.02 1280 101.61 1.02

E 257 358 94.06 0.94 764 100.01 1.00 1272 100.81 1.01

L__’ 251 352 88.06 0.88 764 100.01 1.00 1255 99.11 0.99

E 269 351 87.06 0.87 755 98.21 0.98 1263 99.91 1.00
F.G.Ort. 26394 36117 97.22 0.97 762.00  99.61 1.00 1260.39  99.64 1.00

F.G.Std 5.493 7.906 7.906 0.079 8.944 1.789 0.018 13.174 1.317 0.013
F.G.RSD 0.021 0.022 0.081 0.081 0.012 0.018 0.018 0.010 0.013 0.013
Gen.Ort 26329  361.92  98.63 0.99 762.21 99.78 1.00 1259.67  99.64 1.00

Gen. Std  5.622 7.972 8.244 0.082 8.161 1.659 0.017 13.624 1.356 0.014
Gen.RSD 0.021 0.022 0.084 0.084 0.011 0.017 0.017 0.011 0.014 0.014

RSD

(Pool) 0.017123138
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Ek 74. Kafeik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

Ortalama . % Geri
Analit fm;fl‘_():al‘ % Geri ?t”%';) ;‘;” Kazamm  RSD S:ra'e'
Kazanim ) St. Sap. yist
100 0.99 7.97 0.082 0.022 24
Kafeik asit 500 1.00 8.16 0.017 0.011 24
1000 1.00 13.62 0.014 0.011 24
ort 0.99 0.038 0.015 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0044229

Ek 75. Kafeik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0171 0.0171
Gergeklik 0.99348611 0.004422921 0.004451921
B o S
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 0.0354

%95 Giiven arahgy)
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Ek 76. Vanilik asit icin aym giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanmim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Vanilik asit Spike ;)pl:igk Geri Kaz. ﬁg? SCE;EZ Geri Kaz. Eeagl ;)l:ll;:ek Geri Ez;l
yok (1000 (%) (5000 %) (10000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

93 1088 99.50 1.00 5065 99.44 0.99 10093 100.00 1.00

88 1088 99.50 1.00 5075 99.64 1.00 10125 100.32 1.00

87 1099 100.60 1.01 5149 101.12 1.01 10131 100.38  1.00

- 97 1096 100.30 1.00 5100 100.14 1.00 10076 99.83 1.00

5 99 1100 100.70 1.01 5063 99.40 0.99 10080 99.87 1.00

S; 94 1099 100.60 1.01 5137 100.88 1.01 10038 99.45 0.99
Ort. 93.00 1095.00  100.20 1.00 5098.17  100.10 1.00 10090.50  99.98 1.00
Std 4.775 5.586 0.559 0.006 37.333 0.747 0.007 34.390 0.344  0.003
RSD 0.051 0.005 0.006 0.006 0.007 0.007 0.007 0.003 0.003 0.003
100 1100 110.00 1.10 5114 102.28 1.02 10097 100.97 1.01

97 1092 109.20 1.09 5134 102.68 1.03 10199 101.99 1.02

§ 92 1092 109.20 1.09 5068 101.36 1.01 10159 101.59 1.02

E 94 1089 108.90 1.09 5059 101.18 1.01 10025 100.25 1.00

2 86 1093 109.30 1.09 5104 102.08 1.02 10147 101.47 1.01

E 98 1086 108.60 1.09 5136 102.72 1.03 10165 101.65 1.02

85 1080 108.00 1.08 5109 102.18 1.02 10176 101.76  1.02

95 1080 108.00 1.08 5136 102.72 1.03 10063 100.63 1.01

§ 93 1085 108.50 1.09 5063 101.26 1.01 10177 101.77 1.02

:%:; 93 1081 108.10 1.08 5145 102.90 1.03 10161 101.61 1.02

2 90 1098 109.80 1.10 5055 101.10 1.01 10102 101.02 1.01

E 87 1082 108.20 1.08 5110 102.20 1.02 10174 101.74 1.02

90 1098 109.80 1.10 5055 101.10 1.01 10020 100.20 1.00

94 1083 108.30 1.08 5149 102.98 1.03 10106 101.06 1.01

? 98 1096 109.60 1.10 5149 102.98 1.03 10087 100.87 1.01

E 91 1092 109.20 1.09 5060 101.20 1.01 10123 101.23 1.01

L__’ 87 1082 108.20 1.08 5114 102.28 1.02 10178 101.78 1.02

E 86 1091 109.10 1.09 5147 102.94 1.03 10142 10142 1.01
F.G.Ort. 92.00 1088.89  108.89 1.09 5105.94  102.12 1.02 10127.83 101.28 1.01
F.G.Std 4.602 6.703 0.670 0.007 36.349 0.727 0.007 53.502 0.535 0.005
F.G.RSD  0.050 0.006 0.006 0.006 0.007 0.007 0.007 0.005 0.005 0.005
Gen. Ort 92.25 1090.42  106.72 1.07 5104.00 101.62 1.02 1011850 100.95 1.01
Gen. Std 4.561 6.877 3.895 0.039 35.936 1.143 0.011 51.435 0.755 0.008
Gen.RSD  0.049 0.006 0.036 0.036 0.007 0.011 0.011 0.005 0.007 0.007

RSD (Pool)  0.025297562
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Ek 77. Vanilik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

%0Ortalama . % Geri
Analit (Gn'] fl'_;:al' Geri é:r?';tZSa . Kazamm RSD E:ri'e'
g Kazanim St-oap St. Sap. yist
1000 1.07 6.88 0.039 0.006 24
Vanilik asit 5000 1.02 35.94 0.011 0.007 24
10000 1.01 51.44 0.008 0.005 24
ort 1.03 0.019 0.006 n=72
':f‘”'k“k 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0022756

Ek 78. Vanilik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Belirsizlik Kaynaklar x Degeri

Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0253 0.0253
Gerceklik 1.030947222 0.002275639 0.002207328
Birlestirilmis rolatif Standart
Belirsizlik U(Pop)/Pop 0.0254
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 0.0508

%95 Giiven arahgy)
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Ek 79. Salisilik asit i¢cin aym giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik Orta Yiiksek
spike Geri spike Geri spike Geri
Salisilik Spike (100 Kaz. (500 Kaz. (1000 Geri Kaz.
asit Yok ppm) Geri Kaz. (%) ppm) Geri Kaz. (%) ppm) Kaz. (%)
190 301 105.00 1.05 695 99.80 1.00 1190 99.40 0.99
207 304 108.00 1.08 704 101.60 1.02 1184 98.80 0.99
192 296 100.00 1.00 706 102.00 1.02 1205 100.90 1.01
= 196 295 99.00 0.99 698 100.40 1.00 1208 101.20 1.01
:LE 195 294 98.00 0.98 699 100.60 1.01 1198 100.20 1.00
S‘ 196 301 105.00 1.05 696 100.00 1.00 1175 97.90 0.98
Ort. 196.00 298.50 102.50 1.03 699.67  100.73 1.01 1193.33  99.73 1.00
Std 5.899 4.037 4.037 0.040 4.412 0.882 0.009 12.707 1.271 0.013
RSD 0.030 0.014 0.039 0.039 0.006 0.009 0.009 0.011 0.013 0.013
202 300 98.56 0.99 706 100.91 1.01 1201 99.96 1.00
198 292 90.56 091 695 98.71 0.99 1186 98.46 0.98
§ 202 300 98.56 0.99 697 99.11 0.99 1215 101.36 1.01
E 198 307 105.56 1.06 698 99.31 0.99 1194 99.26 0.99
; 201 292 90.56 0.91 693 98.31 0.98 1213 101.16 1.01
o
£ 202 296 94.56 0.95 695 98.71 0.99 1181 97.96 0.98
204 306 104.56 1.05 696 98.91 0.99 1209 100.76 1.01
206 306 104.56 1.05 694 98.51 0.99 1188 98.66 0.99
§ 201 296 94.56 0.95 707 101.11 1.01 1217 101.56 1.02
:‘q—é 201 297 95.56 0.96 709 101.51 1.02 1208 100.66 1.01
; 205 307 105.56 1.06 690 97.71 0.98 1198 99.66 1.00
o
S 205 293 91.56 0.92 704 100.51 1.01 1217 101.56 1.02
207 305 103.56 1.04 708 101.31 1.01 1200 99.86 1.00
195 302 100.56 1.01 700 99.71 1.00 1180 97.86 0.98
? 193 297 95.56 0.96 699 99.51 1.00 1220 101.86 1.02
,:—::, 203 299 97.56 0.98 696 98.91 0.99 1198 99.66 1.00
;2 201 291 89.56 0.90 691 97.91 0.98 1199 99.76 1.00
o
S 202 296 94.56 0.95 696 98.91 0.99 1213 101.16 1.01
F.G.Ort. 20144 299.00 97.56 0.98 698.56  99.42 0.99 1202.06  100.06 1.00
F.G.Std 3.634 5.456 5.456 0.055 5.873 1.175 0.012 12.735 1.273 0.013
F.G.RSD 0.018 0.018 0.056 0.056 0.008 0.012 0.012 0.011 0.013 0.013
Gen.Ort  200.08 298.88 98.79 0.99 698.83  99.75 1.00 1199.88  99.98 1.00
Gen.Std  4.809 5.059 5.507 0.055 5.475 1.235 0.012 13.033 1.253 0.013
Gen.RSD  0.024 0.017 0.056 0.056 0.008 0.012 0.012 0.011 0.013 0.013
RSD
(Pool) 0.016151245
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Ek 80. Salisilik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

% Geri

pra GG o A anm Rs0 (i
St. Sap.
100 0.99 5.06 0.055 0.017 24
Salisilik asit 500 1.00 5.47 0.012 0.008 24
1000 1.00 13.03 0.013 0.011 24
ort 1.00 0.027 0.012 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0031409

Ek 81. Salisilik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklar

x Degeri

Standart Belirsizlik

Rolatif Standart Belirsizlik

u(x) u(x)/x
Kesinlik 1 0.0162 0.0162
Gerceklik 0.9950694 0.003140874 0.003156437
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0165
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0329

(k=2, %95 Giiven arahg)
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Ek 82. Kinik asit i¢in ayn1 giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazamim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Orta Yiiksek
Diisiik Geri spike Geri spike Geri
Spike spike (500 Kaz. (5000 Geri Kaz. (10000 Geri Kaz.
Kinik asit Yok ppm) Geri Kaz. (%) ppm) Kaz. (%) ppm) Kaz. (%)
15627 16144 98.37 0.98 20601 98.98 0.99 25732 100.80 1.01
15686 16145 98.57 0.99 20587 98.70 0.99 25660 100.08 1.00
15693 16187 106.97 1.07 20720 101.36 1.01 25796 10144 101
= 15628 16114 92.37 0.92 20692 100.80 1.01 25582 99.30 0.99
:@ 15677 16160 101.57 1.02 20607 99.10 0.99 25769 101.17 1.01
S‘ 15602 16186 106.77 1.07 20614 99.24 0.99 25616 99.64 1.00
ort. 15652.17 16156.00  100.77 1.01 20636.83  99.69 1.00 25692.50 100.40  1.00
Std 37.849 27.950 5.590 0.056  55.025 1.101 0.011  86.306 0.863 0.009
RSD 0.002 0.002 0.055 0.055  0.003 0.011 0.011  0.003 0.009 0.009
15666 16129 93.23 0.93 20614 99.02 0.99 25504 98.41 0.98
15655 16139 95.23 0.95 20646 99.66 1.00 25523 98.60 0.99
§ 15605 16114 90.23 0.90 20611 98.96 0.99 25537 98.74 0.99
E 15704 16135 94.43 0.94 20587 98.48 0.98 25621 99.58 1.00
; 15709 16160 99.43 0.99 20590 98.54 0.99 25689 100.26  1.00
o
£ 15691 16127 92.83 0.93 20706 100.86  1.01 25682 100.19  1.00
15674 16180 103.43 1.03 20588 98.50 0.99 25795 101.32 1.01
15666 16150 97.43 0.97 20628 99.30 0.99 25559 98.96 0.99
§ 15604 16136 94.63 0.95 20738 101.50 1.02 25689 100.26  1.00
E 15688 16178 103.03 1.03 20667 100.08  1.00 25790 101.27 101
; 15703 16117 90.83 0.91 20574 98.22 0.98 25719 100.56 1.01
=
S 15649 16180 103.43 1.03 20587 98.48 0.98 25710 100.47  1.00
15689 16197 106.83 1.07 20720 101.14 1.01 25576 99.13 0.99
15694 16169 101.23 1.01 20671 100.16  1.00 25501 98.38 0.98
? 15639 16109 89.23 0.89 20718 101.10 1.01 25696 100.33  1.00
E 15628 16181 103.63 1.04 20677 100.28 1.00 25503 98.40 0.98
;2 15609 16149 97.23 0.97 20702 100.78  1.01 25603 99.40 0.99
=
S 15658 16115 90.43 0.90 20619 99.12 0.99 25532 98.69 0.99
F.G.Ort. 15662.83 16148.06  97.04 0.97 20646.83  99.68 1.00 25623.83  99.61 1.00
F.G.Std 34.665 27.601 5.520 0.055 54.136 1.083 0.011  99.291 0.993 0.010
F.G.RSD 0.002 0.002 0.057 0.057  0.003 0.011 0.011  0.004 0.010 0.010
Gen. Ort 15660.17 16150.04  97.98 0.98 20644.33  99.68 1.00 25641.00 99.81 1.00
Gen. Std 34.955 27.299 5.659 0.057  53.329 1.063 0.011  99.140 1.007 0.010
Gen. RSD 0.002 0.002 0.058 0.058  0.003 0.011 0.011  0.004 0.010 0.010
RSD (Pool) 0.002713956
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Ek 83. Kinik asit i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢caligma hesaplamalari

% Geri

ST el R S e
500 0.98 27.30 0.057 0.002 24
Kinik asit 5000 1.00 53.33 0.011 0.003 24
10000 1.00 99.14 0.010 0.004 24
ort 0.99 0.026 0.003 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0030362

Ek 84. Kinik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rolatif Standart Belirsizlik

u(x) u(x)/x
Kesinlik 1 0.0027 0.0027
Gergeklik 0.9915556 0.00303625 0.003062107
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0041
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0082

(k=2, %95 Giiven arahgi)
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Ek 85. 4-OH-benzoik asit i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

p-OH benzoik- Spike ?pl;igk Geri Egg' SpI;:(ae Geri ﬁgg' ;)l:lli:ek Geri Eg;'
asit yok (500  Kaz o6 (000  Kaz o (0000 Kaz o
ppm) ppm) ppm)

0 495 99.00 099 4998  99.96 100 10124 10124 1.01

0 498 99.60 100 4940 9880 099 9860 98.60  0.99

0 503 10060 101 4939 9878 099 10102  101.02 101

B} 0 511 10220 102 4920 9840 098 10092 10092 101

3 0 482 9640 096 4981 9962 100 9995 99.95  1.00

S 0 488 9760 098 5014 10028 100 10094 10094 1.01

ort. 0 49617 9923 099 496533 9931 099 1004450 10045 1.00

std 0 10381 2076 0021  37.607 0752 0008 100.820  1.008  0.010

RSD 0 0021 0021 0021 0008 0008 0008 0010 0010  0.010

0 515 10300 103 4915 9830 098 10146 10146 101

0 518 10360 104 5030 10060 101 9997 99.97  1.00

§ 0 517 10340 103 5009 10018 100 9888 98.88  0.99

E 0 485 9700 097 5000 10000 100 10128 10128 1.01

© 0 489 97.80 098 5042 10084 101 10041 10041 1.00

E 0 492 9840 098 4991  99.82 100 9858 9858  0.99

0 482 9640 096 5044 10088 101 10142 10142 1.01

0 513 10260 103 4981  99.62 100 9868 98.68  0.99

§ 0 482 9640 096 5032 10064 101 9863 98.63  0.99

E 0 516 10320 103 4926 9852 099 10096 10096 101

© 0 505 10100 101 4978 9956  1.00 9859 9859  0.99

E 0 483 96.60 097 5039 10078 101 9990 99.90  1.00

0 491 9820 098 4915 9830 098 10100  101.00 1.1

0 500 10000 100 5003 10006 100 9924 99.24  0.99

§ 0 505 10100 101 5010 10020 100 9941 99.41  0.99

E 0 509 10180 102 503 10072 101 10002 10002 1.00

© 0 507 10140 101 4948 9896 099 10041 10041 1.00

E 0 511 10220 102 5057 10114 101 10116 10116 101

F.G.Ort. 0 50111 10022 100 499756 99.95 100  10000.00 100.00 1.00

F.G.Std 0 13217 2643 0026 45587 0912 0009 106288  1.063  0.011

F.G.RSD 0 0026 0026 0026 0009 0009 0009 0011 0011 0011

Gen. Ort 0 499.88 99.98 100 498950 99.79  1.00 1001113 10011 1.00

Gen. Std 0 12543 2509 0025 45239 0905 0009 104629 1046  0.010

Gen. RSD 0 0025 0025 0025 0009 0009 0009 0.010 0010  0.010
RSD (Pool) 0014327234
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Ek 86. 4-OH-benzoik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalar

%0Ortalama . % Geri
Analit g:‘lf)al‘ Geri ?t”%': fn‘;” Kazamm RSD ggri'e'
g Kazanim -=ap St. Sap. yist
500 1.00 12.54 0.025 0.025 24
4 OH benzoik asit 5000 1.00 45.24 0.009 0.009 24
10000 1.00 104.63 0.010 0.010 24
ort 1.00 0.015 0.015 n=72
';f‘”‘k‘ik 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0017519

Ek 87. 4-OH-benzoik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢caligmasi

N - Standart Belirsizlik ~ Rélatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar1  x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0143 0.0143
Gerceklik 0.9995875 0.001751941 0.001752664
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0144
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik
(k=2, %95 Giiven 0.0289

arahigy)
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Ek 88. Ferulik asit icin ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Ferulik  Spike 3}?&‘;‘;500 Geri Cerl S)';}(ae Geri oM ;)l?llgek Geri oM
asit Yok ppm) Kaz. (%) (5000 Kaz. (%) (10000 Kaz. (%)

ppm) ppm)
133 630 99.87 100 518 10111 101 10201 10070 101
127 624 9867 099 5106 9951 100 10163 10032  1.00
125 623 9847 098 5120 9997 100 10121 9990  1.00
o 623 9847 098 5179 10097 101 10095  99.64  1.00
5 130 639 10167 102 5140 10019 100 10121  99.90  1.00
S 137 634 10067 101 5104 9947 099 10150 10028  1.00
ort. 13067 62883  99.63 100 514067 10020 100 1014333 10013  1.00
std 4320 6676 1335 0013 35234 0705 0007 38187 0382 0004
RSD 0033 0011 0013 0013 0007 0007 0007 0004 0004  0.004
137 640 10233 102 5100 9943 099 10150 10031  1.00
123 629 10013 100 5188 10119 101 10120 10001 1.0
S 635 10133 101 5141 10025 100 10193  100.65 101
3 620 9833 098 5120 9983 100 10124 9996  1.00
13 632 10073 101 5163 10069 101 10214 10086 101
Z‘e 125 624 9913 099 5189 10121 101 10220 10092  1.01
125 623 9893 099 5194 10131 101 10133 10005  1.00
138 631 10053 101 5198 10139 101 10194 10066 101
S 1 622 9873 099 5159 10061 10l 10130 10002  1.00
T 622 9873 099 5162 10067 101 10218 10090 101
S 10 631 10053 101 5129 10001 100 10179 10051 101
E 138 625 9933 099 5136 10015 100 10148 10020  1.00
132 632 10073 101 5137 10017 100 10202 10074 101
125 628 9993 100 5155 10053 101 10181 10053 101
g 626 9953 100 5130 10003 100 10217 10089 101
T s 630 10033 100 5110 9963 100 10107 9979 1.0
S 10 634 10113 101 5194 10131 101 10176 10048  1.00
E 120 621 9853 099 5169 10081 101 10116  99.88  1.00
FGOrt. 12833 62806 9994 100 515411 10052 101 1016889 10041  1.00
FGStd 6695 5546 1109 0011 30586 0612 0006 38768 0388  0.004
FGRSD 0052 0009 0011 0011 0006 0006 0006 0004 0004  0.004
Gen.Ort 12892 62825 9987 100 515075 10044 100 1016250 10034  1.00
Gen.Std 6185 5705 1147 0011 31571 0636 0006  39.442 0397 0004
Gen.RSD 0048 0009 0011 0011 0006 0006 0006  0.004 0004  0.004

RSD (Pool) 0.024682048
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Ek 89. Ferulik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

% Geri

ol Gl doralane | At S G pso Care
St. Sap.
500 1.00 5.70 0.011 0.009 24
Ferulik asit 5000 1.00 31.57 0.006 0.006 24
10000 1.00 39.44 0.004 0.004 24
ort 1.00 0.007 0.006 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0008565

Ek 90. Ferulik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0247 0.0247
Gergeklik 1.002130556 0.000856492 0.000854671
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0247
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0494

(k=2, %95 Giiven aralg)
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Ek 91. Klorojenik asit i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Klorojenik o 4 o vok ;i?skglzloo Geri Eggl g’r'i’ Geri ,(222' ;’l;l';:ek Geri ﬁ:?
asit ppm) Kaz. (%) (500 Kaz. (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm)

12436 12525 95.00 0.95 12923 98.60 0.99 13448 101.80 1.02

12437 12529 99.00 0.99 12937 101.40 1.01 13453 102.30 1.02

12422 12540 110.00 1.10 12926 99.20 0.99 13452 102.20 1.02

- 12432 12529 99.00 0.99 12937 101.40 1.01 13448 101.80 1.02

5 12428 12521 91.00 0.91 12940 102.00 1.02 13431 100.10  1.00

<E? 12425 12537 107.00 1.07 12938 101.60 1.02 13441 101.10 1.01

Ort. 12430.00  12530.17 100.17  1.00 12933.50 100.70 1.01 1344550 10155 1.02
Std 6.033 7.167 7.167 0.072 7.120 1.424 0.014 8.264 0.826 0.008
RSD 0.000 0.001 0.072 0.072 0.001 0.014 0.014 0.001 0.008 0.008
12439 12521 91.22 0.91 12921 98.24 0.98 13444 10142 1.01

12439 12534 104.22 1.04 12929 99.84 1.00 13428 99.82 1.00

§ 12434 12526 96.22 0.96 12920 98.04 0.98 13419 98.92 0.99

E 12424 12523 93.22 0.93 12922 98.44 0.98 13406 97.62 0.98

2 12426 12538 108.22  1.08 12921 98.24 0.98 13401 97.12 0.97

E 12420 12532 102.22  1.02 12948 103.64 1.04 13452 102.22 1.02
12422 12535 10522  1.05 12927 99.44 0.99 13443 101.32  1.01

12432 12526 96.22 0.96 12938 101.64 1.02 13442 101.22 101

§ 12433 12528 98.22 0.98 12923 98.64 0.99 13436 100.62 1.01

:%:; 12424 12525 95.22 0.95 12932 100.44 1.00 13452 102.22 1.02

2 12433 12526 96.22 0.96 12932 100.44 1.00 13415 98.52 0.99

E 12434 12536 106.22  1.06 12930 100.04 1.00 13418 98.82 0.99
12423 12529 99.22 0.99 12941 102.24 1.02 13420 99.02 0.99

12437 12522 92.22 0.92 12935 101.04 1.01 13430 100.02  1.00

? 12427 12529 99.22 0.99 12936 101.24 1.01 13460 103.02 1.03

E 12424 12530 100.22  1.00 12933 100.64 1.01 13440 101.02 101

L_.D 12433 12533 103.22  1.03 12939 101.84 1.02 13420 99.02 0.99

:‘5 12432 12531 101.22 101 12946 103.24 1.03 13437 100.72  1.01
F.G.Ort. 12429.78  12529.11  99.33 0.99 12931.83 100.41 1.00 13431.28 100.15 1.00
F.G.Std 6.054 4.934 4934 0.049 8.570 1.714 0.017 16.527 1.653 0.017
F.G.RSD 0.000 0.000 0.050 0.050 0.001 0.017 0.017 0.001 0.017 0.017
Gen. Ort 12429.83  12529.38 99.54 1.00 12932.25 100.48 1.00 13434.83 10050 1.01
Gen. Std 5.917 5.420 5.412 0.054 8.115 1.621 0.016 16.010 1.597 0.016
Gen. RSD 0.000 0.000 0.054 0.054 0.001 0.016 0.016 0.001 0.016 0.016

RSD (Pool) 0.000746251

225



EKLER

Ek 92. Klorojenik asit i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢caligma hesaplamalari

Ortalama . % Geri
Analit ?ﬁ'} '7|'_§;al' % Geri ét”as': fnoa”' Kazamm St. RSD ;’:ri'f'
g Kazanim - =ap Sap. y
100 0.9954 5.4199 0.0541 0.0004 24
Klorojenik asit 500 1.0048 8.1147 0.0162 0.0006 24
1000 1.0050 16.0100 0.0160 0.0012 24
ort 1.0018 0.0288 0.0008 n=72
lr:?‘”‘kﬁk 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0033905

Ek 93. Klorojenik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik

calismasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rélatif Standart Belirsizlik

u(x) u(x)/x

Kesinlik 1 0.0007 0.0007

Gergeklik 1.00175 0.003390465 0.003384542

Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0035

U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0069

(k=2, %95 Giiven arahgi)
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Ek 94. Rozmarinik asit i¢in ayn1 giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik - Orta - Yiiksek -

Rozmarinik asit Sp‘i{l;i ?f(l)l(()e Geri Kaz. %g? if(l)lé% Eg;' Eeal; ?g(l)l(()% Geri Kaz. Eg?

ppm) () ppm) (%) ppm) (*0)

77 174 97.50 0.98 1083 100.65 1.01 5087 100.21 1.00

78 184 107.50 1.08 1080 100.35 1.00 5112 100.71 1.01

76 179 102.50 1.03 1064 98.75 0.99 5119 100.85 1.01

- 79 171 94.50 0.95 1065 98.85 0.99 5074 99.95 1.00

5 76 168 91.50 0.92 1103 102.65 1.03 5133 101.13 1.01

(% 73 165 88.50 0.89 1061 98.45 0.98 5134 101.15 1.01

Ort. 76.50 17350  97.00 0.97 1076.00 99.95 1.00 5109.83  100.67 1.01
Std 2.074  7.064 7.064 0.071 16.025  1.602 0.016 24.555 0.491 0.005
RSD 0.027 0.041 0.073 0.073 0.015 0.016 0.016 0.005 0.005 0.005
72 174 102.61 1.03 1089 101.76 1.02 5055 99.67 1.00

76 189 117.61 1.18 1050 97.86 0.98 5096 100.49 1.00

§ 65 184 112.61 1.13 1066 99.46 0.99 5055 99.67 1.00

E 73 176 104.61 1.05 1061 98.96 0.99 5108 100.73 1.01

? 66 181 109.61 1.10 1103 103.16 1.03 5143 101.43 1.01

E 67 175 103.61 1.04 1086 101.46 1.01 5096 100.49 1.00

72 170 98.61 0.99 1104 103.26 1.03 5137 101.31 1.01

70 186 11461 1.15 1064 99.26 0.99 5146 101.49 1.01

? 73 186 11461 1.15 1063 99.16 0.99 5124 101.05 1.01

E 68 185 113.61 1.14 1084 101.26 1.01 5050 99.57 1.00

9 79 185 113.61 1.14 1073 100.16 1.00 5070 99.97 1.00

E 76 187 115.61 1.16 1073 100.16 1.00 5101 100.59 1.01

73 182 110.61 111 1057 98.56 0.99 5057 99.71 1.00

66 178 106.61 1.07 1070 99.86 1.00 5050 99.57 1.00

? 73 173 101.61 1.02 1088 101.66 1.02 5146 101.49 1.01

E 76 176 104.61 1.05 1063 99.16 0.99 5063 99.83 1.00

9 69 186 114.61 1.15 1083 101.16 1.01 5115 100.87 1.01

E 71 182 110.61 111 1081 100.96 1.01 5071 99.99 1.00
F.G.Ort. 71.39 180.83  109.44 1.09 1075.44  100.41 1.00 5093.50 100.44 1.00
F.G.Std 3.987 5.670 5.670 0.057 15.256 1.526 0.015 35.642 0.713 0.007
F.G.RSD 0.056 0.031 0.052 0.052 0.014 0.015 0.015 0.007 0.007 0.007
Gen. Ort 72.67 179.00  106.33 1.06 1075.58  100.29 1.00 5097.58  100.50 1.00
Gen. Std 4.219 6.718 8.057 0.081 15.097 1523 0.015 33500 0.662 0.007
Gen. RSD 0.058 0.038 0.076 0.076 0.014 0.015 0.015 0.007 0.007 0.007

RSD (Pool) 0.035422765
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Ek 95. Rozmarinik asit i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢caligma hesaplamalart

Ortalama

% Geri

Analit (Gm I7L§Ial. % Geri étniléz rSnOan. Kazammm St. RSD ::rf‘llel
g Kazamim -=ap Sap. s
100 1.0633 6.7179 0.0806 0.0375 24
Rozmarinik asit 1000 1.0029 15.0965 0.0152 0.0140 24
5000 1.0050 33.5001 0.0066 0.0066 24
ort 1.0237 0.0341 0.0194 n=72
lrﬁ“’akﬁk 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0040231

Ek 96. Rozmarinik asit igin yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri ﬁzi)”da” Belirsizlik gglllartsllfz ﬁfj‘;‘ggj;
Kesinlik 1 0.0354 0.0354
Gergeklik 1.0237444 0.004023097 0.003929786
Bty Snir
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 00713

%95 Giiven arahgy)
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Ek 97. Protokatesik asit i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Disitk . Geri Orta Geri Viiksek . Geri
Pr_otokatesik Spike spike Geri Kaz. spike Geri Kaz. Kaz. spike Geri Kaz.
asit Yok (100 Kaz. o (1000 o (5000 Kaz. o

ppm) () ppm) (%) ppm) (*0)

195 289 91.00 091 1207 100.90 1.01 5150 99.04 0.99

196 302 104.00 1.04 1197 99.90 1.00 5224 100.52 1.01

205 302 104.00 1.04 1196 99.80 1.00 5177 99.58 1.00

- 201 303 105.00 1.05 1192 99.40 0.99 5167 99.38 0.99

5 191 288 90.00 0.90 1178 98.00 0.98 5220 100.44 1.00

(% 200 297 99.00 0.99 1188 99.00 0.99 5214 100.32 1.00

Ort. 198.00 296.83  98.83 0.99 1193.00  99.50 1.00 5192.00 99.88 1.00
Std 4.980 6.795 6.795 0.068 9.716 0.972 0.010 31.324 0.626 0.006
RSD 0.025 0.023 0.069 0.069 0.008 0.010 0.010 0.006 0.006 0.006
191 305 112.50 1.13 1190 99.75 1.00 5215 100.45 1.00

190 286 93.50 0.94 1202 100.95 1.01 5193 100.01 1.00

§ 193 300 107.50 1.08 1185 99.25 0.99 5206 100.27 1.00

E 189 301 108.50 1.09 1194 100.15 1.00 5173 99.61 1.00

? 201 300 107.50 1.08 1202 100.95 1.01 5164 99.43 0.99

E 189 294 101.50 1.02 1215 102.25 1.02 5151 99.17 0.99

196 299 106.50 1.07 1179 98.65 0.99 5157 99.29 0.99

186 299 106.50 1.07 1199 100.65 1.01 5203 100.21 1.00

§ 201 285 92.50 0.93 1198 100.55 1.01 5213 100.41 1.00

E 194 304 111.50 1.12 1207 101.45 1.01 5195 100.05 1.00

9 190 291 98.50 0.99 1189 99.65 1.00 5225 100.65 1.01

E 192 284 91.50 0.92 1180 98.75 0.99 5167 99.49 0.99

187 303 110.50 111 1205 101.25 1.01 5193 100.01 1.00

197 292 99.50 1.00 1197 100.45 1.00 5192 99.99 1.00

% 204 286 93.50 0.94 1203 101.05 1.01 5216 100.47 1.00

E 183 303 110.50 111 1179 98.65 0.99 5168 99.51 1.00

9 195 284 91.50 0.92 1197 100.45 1.00 5206 100.27 1.00

E 187 301 108.50 1.09 1204 101.15 1.01 5216 100.47 1.00
F.G.Ort. 192.50 29539  102.89 1.03 1195.83  100.33 1.00 5191.83  99.99 1.00
F.G.Std 5.691 7.632 7.632 0.076 10.308 1.031 0.010 22.992 0.460 0.005
F.G.RSD 0.030 0.026 0.074 0.074 0.009 0.010 0.010 0.004 0.005 0.005
Gen. Ort 193.88 295.75  101.88 1.02 1195.13  100.13 1.00 5191.88  99.96 1.00
Gen. Std 5.937 7.314 7.504 0.075 10.032 1.061 0.011 24577 0.494 0.005
Gen. RSD 0.031 0.025 0.074 0.074 0.008 0.011 0.011 0.005 0.005 0.005

RSD (Pool) 0.020261936
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Ek 98. Protokatesik asit i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

Ortalama % Geri

Analit E;m ljl._)Cal. % Geri étn%l: ﬁqoan' Kazanmim St. RSD E:rf‘llel
g Kazanim -=ap Sap. yis
100 1.0188 7.3144 0.0750 0.0247 24
Protokatesik asit 1000 1.0013 10.0317 0.0106 0.0084 24
5000 0.9996 245770 0.0049 0.0047 24
ort 1.0065 0.0302 0.0126 n=72
‘gf‘”kﬁk 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0035588

Ek 99. Protokatesik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giliven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0203 0.0203
Gergeklik 1.006533333 0.003558773 0.003535674
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0206
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0411

(k=2, %95 Giiven aralg)
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Ek 100. Sinnamik asit i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

sk site Geri O gike cen G g gen G
yok (5000  Kaz. %) (10000  Kaz. %) (20000 Kaz. %)
ppm) ppm) ppm)

0 4999 99.98 1.00 10046 100.46 1.00 20031 100.16 1.00

0 5031 100.62 1.01 9882 98.82 0.99 20103 100.52 1.01

0 5002 100.04 1.00 10090 100.90 1.01 20058 100.29 1.00

- 0 4959 99.18 0.99 9971 99.71 1.00 20005 100.03 1.00

5 0 5017 100.34 1.00 9904 99.04 0.99 19897 99.49 0.99

f?' 0 4974 99.48 0.99 10135 101.35 1.01 20106 100.53 1.01

Ort. 0 4997.00 99.94 1.00 10004.67  100.05 1.00 20033.33 100.17 1.00
Std 0 26.676 0.534 0.005 102.266 1.023 0.010 77.637 0.388 0.004
RSD 0 0.005 0.005 0.005 0.010 0.010 0.010 0.004 0.004 0.004
0 4969 99.38 0.99 9971 99.71 1.00 19816 99.08 0.99

0 4904 98.08 0.98 9940 99.40 0.99 19914 99.57 1.00

§ 0 5034 100.68 1.01 10139 101.39 1.01 20090 100.45 1.00

E 0 4935 98.70 0.99 10131 101.31 1.01 19990 99.95 1.00

? 0 5087 101.74 1.02 10069 100.69 1.01 20169 100.85 1.01

E 0 4923 98.46 0.98 10010 100.10 1.00 20131 100.66 1.01

0 4916 98.32 0.98 10117 101.17 1.01 20136 100.68 1.01

0 5049 100.98 1.01 10081 100.81 1.01 19915 99.58 1.00

§ 0 4996 99.92 1.00 10037 100.37 1.00 20030 100.15 1.00

E 0 4928 98.56 0.99 10103 101.03 1.01 20114 100.57 1.01

9 0 4954 99.08 0.99 9863 98.63 0.99 20012 100.06 1.00

E 0 4943 98.86 0.99 10113 101.13 1.01 20058 100.29 1.00

0 4956 99.12 0.99 9965 99.65 1.00 19931 99.66 1.00

0 4945 98.90 0.99 9877 98.77 0.99 20067 100.34 1.00

? 0 4964 99.28 0.99 9934 99.34 0.99 19976 99.88 1.00

E 0 4946 98.92 0.99 10043 100.43 1.00 20102 100.51 1.01

9 0 5013 100.26 1.00 10141 101.41 1.01 20083 100.42 1.00

E 0 4918 98.36 0.98 10120 101.20 1.01 19853 99.27 0.99
F.G.Ort. 0 4965.56  99.31 0.99 10036.33  100.36 1.00 20021.50 100.11 1.00
F.G.Std 0 50.752 1.015 0.010 91.596 0.916 0.009 102.529 0.513 0.005
F.G.RSD 0 0.010 0.010 0.010 0.009 0.009 0.009 0.005 0.005 0.005
Gen. Ort 0 497342  99.47 0.99 10028.42  100.28 1.00 20024.46 100.12 1.00
Gen. Std 0 47.455 0.949 0.009 93.118 0.931 0.009 95.434 0.477 0.005
Gen. RSD 0 0.010 0.010 0.010 0.009 0.009 0.009 0.005 0.005 0.005

RSD (Pool)  0.007070668
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Ek 101. Sinnamik asit i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik caligma hesaplamalart

Ortalama

% Geri

Analit (Gm;;L)Cal % Geri g:naslézprsnoan' Kazanim RSD g:ralel
Kazanmim ' St. Sap. yist
5000 0.9947 47.4552 0.0095 0.0095 24
Sinamik asit 10000 1.0028 93.1179 0.0093 0.0093 24
20000 1.0012 95.4336 0.0048 0.0048 24
ort 0.9996 0.0079 0.0079 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0009261

Ek 102. Sinnamik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araligindayapilan belirsizlik ¢aligmasi

- o Standart Belirsizlik ~ Rélatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0071 0.0071
Gerceklik 0.9995826 0.000926094 0.000926481
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0071
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 00143

(k=2, %95 Giiven arahg)
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Ek 103. Sinapinik asit i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Sinapinil.( Spike Yok ?pl:igk Geri Eg;' Sp“(i Geri Eea;' gp'?]ﬁzek Geri Eg;'
Asit (500 Kaz. (%) (5000 Kaz. (%) (10000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

0 490 98.00 0.98 5068 101.36  1.01 10144 101.44  1.01

0 499 99.80 1.00 4916 98.32 0.98 10056 100.56 1.01

0 484 96.80 0.97 5049 10098  1.01 10197 101.97  1.02

- 0 513 102.60 1.03 4940 98.80 0.99 10012 100.12  1.00

3 0 508 101.60 1.02 5020 100.40  1.00 9989 99.89 1.00

(% 0 493 98.60 0.99 5065 101.30 1.01 10041 100.41 1.00

Ort. 0 49783  99.57 1.00 5009.67 100.19  1.00 10073.17 100.73  1.01
Std 0 11.053  2.211 0.022 65947 1319 0.013 80.631 0.806 0.008
RSD 0 0.022 0.022 0.022  0.013 0.013 0.013 0.008 0.008 0.008

0 480 96.00 0.96 4912 98.24 0.98 10045 100.45  1.00

0 503 100.60 1.01 5055 101.10 1.01 9911 99.11 0.99

§ 0 518 103.60 1.04 4992 99.84 1.00 9880 98.80 0.99

E 0 501 100.20 1.00 5072 101.44  1.01 9915 99.15 0.99

© 0 492 98.40 0.98 4976 99.52 1.00 9992 99.92 1.00

E 0 495 99.00 0.99 5036 100.72  1.01 9885 98.85 0.99

0 487 97.40 0.97 4961 99.22 0.99 10154 101.54  1.02

0 488 97.60 0.98 5065 101.30  1.01 9915 99.15 0.99

§ 0 509 101.80 1.02 5069 101.38  1.01 10180 101.80  1.02

E 0 496 99.20 0.99 5007 100.14 1.00 9962 99.62 1.00

© 0 512 102.40 1.02 4973 99.46 0.99 10182 101.82  1.02

E 0 517 103.40 1.03 4991 99.82 1.00 9993 99.93 1.00

0 483 96.60 0.97 5040 100.80  1.01 10108 101.08  1.01

0 510 102.00 1.02 5031 100.62 1.01 10122 101.22 1.01

? 0 487 97.40 0.97 4946 98.92 0.99 9988 99.88 1.00

E 0 503 100.60 1.01 4969 99.38 0.99 9876 98.76 0.99

© 0 516 103.20 1.03 4924 98.48 0.98 9855 98.55 0.99

E 0 499 99.80 1.00 5002 100.04 1.00 9871 98.71 0.99

F.G.Ort 0 499.78  99.96 1.00 5001.17 100.02  1.00 9990.78  99.91 1.00
F.G.Std 0 12.100 2.420 0.024 49.378 0.988 0.010 114.023 1.140 0.011
F.G.RSD 0 0.024 0.024 0.024  0.010 0.010 0.010 0.011 0.011 0.011

Gen. Ort 0 499.29  99.86 1.00 5003.29 100.07  1.00 10011.38 100.11  1.00
Gen. Std 0 11.641 2.328 0.023 52.552 1.051 0.011 111.135 1.111 0.011
Gen. RSD 0 0.023 0.023 0.023  0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011

RSD (Pool)  0.013938894
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Ek 104. Sinapinik asit i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik caligma hesaplamalart

%0Ortalama % Geri

Analit (Gn."n '7|'_)Ca" Geri 'gt”eg: ;Oa” Kazamm  RSD g’:‘rf‘s'le'
g Kazanim -=ap St. Sap. y
500 0.9986 11.6413 0.0233 0.0233 24
Sinapinik Asit 5000 1.0007 52.5518 0.0105 0.0105 24
10000 1.0011 111.1352 0.0111 0.0111 24
ort 1.0001 0.0150 0.0150 n=72
lr:?‘”‘kﬁk 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0017641

Ek 105. Sinapinik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0139 0.0139

Bias 1.000126389 0.001764093 0.00176387
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0141
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 00281

(k=2, %95 Giiven aralig)
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Ek 106. Fumarik asit ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Fumarik Spike ?pl:i:k Geri ﬁeri s%“i - Geri ;)l:ll;:ek Geri Geri

asit Yok (100 Kaz. a2 (1000 Geri Kaz. Kaz (5000 Kaz. Kaz.

ppm) (%) ppm) (%) ppm) (%)

2017 2127 10233 102 3001 97.63 0.98 7012 99.75  1.00

2021 2127 10233 102 3036 10113 1.01 7006 99.63  1.00

2016 2132 107.33  1.07 3009 98.43 0.98 7011 99.73  1.00

i} 2018 2116 91.33 091 3015 99.03 0.99 6971 9893 099

3 2037 2114 89.33 089 3050 10253 1.3 7100 10151 1.02

S 2039 2129 10433 104 3034 10093  1.01 6986 99.23 099

ort. 2024.67 212417 9950 099 302417  99.95 1.00 701433  99.79  1.00
Std 10482 7.360 7360 0074 18734 1873 0019 44956  0.899  0.009
RSD 0005 0003 0074 0074  0.006 0.019 0019  0.006 0.009  0.009

2026 2116 8839 088 3041 10134 101 7015 99.75  1.00

2024 2114 8639 086 3013 98.54 0.99 7054 10053  1.01

§ 2023 2129 10139 101 3004 97.64 0.98 6958 9861 099

E 2031 2117 89.39 089 3020 99.24 0.99 6983 9911 099

© 2029 2124 9639 096 3003 97.54 0.98 7021 99.87  1.00

Z‘a 2028 2130 10239 102 3045 10174  1.02 6969 98.83 099

2040 2130 10239 102 3003 97.54 0.98 7013 99.71  1.00

2033 2125 97.39 097 3039 10114 101 7000 99.45 099

§ 2010 2137 10939 109 3043 10154  1.02 7011 99.67  1.00

E 2039 2133 10539 105 3027 99.94 1.00 7060 10065  1.01

© 2039 2126 9839 098 3027 99.94 1.00 7030 10005  1.00

E 2014 2140 11239 112 3044 10164  1.02 6969 98.83 099

2024 2134 10639 106 3001 97.34 0.97 7036 10017 1.00

2012 2134 10639 106 3035 10074 101 7022 99.89  1.00

? 2040 2117 89.39 089 3040 10124 101 7005 9955  1.00

E 2028 2139 11139 111 3018 99.04 0.99 7068 10081  1.01

© 2021 2121 9339 093 3017 98.94 0.99 7015 99.75  1.00

E 2036 2132 10439 104 3035 10074 101 7069 10083  1.01

F.G.Ort. 202761 2127.67 10006 100 302528  99.77 1.00 701656 99.78  1.00
F.G.Std 9432 8139 8139 0081 15785 1578 0016 33280 0666  0.007
FGRSD 0005 0004 0081 0081  0.005 0.016 0016  0.005 0.007  0.007

Gen.Ort 202688 212679 99.92  1.00 302500  99.81 1.00 701600 99.78  1.00
Gen.Std 9557  7.945 7797 0078 16146 1616 0016 35482 0709  0.007
Gen.RSD 0005 0004 0078 0078  0.005 0.016 0016  0.005 0007  0.007

RSD (Pool)  0.004750085
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Ek 107. Fumarik asit i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢calisma hesaplamalari

Ortalama % Geri

Analit ?M;L)Cal' % Geri 'g‘t”as'; SN Kazamm  RSD E:ra'e'
Kazanim ' St. Sap. yist
100 0.9992 7.9454 0.0780 0.0037 24
Fumarik asit 1000 0.9981 16.1461 0.0162 0.0053 24
5000 0.9978 35.4818 0.0071 0.0051 24
ort 0.9984 0.0337 0.0047 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0039764

Ek 108. Fumarik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0048 0.0048
Bias 0.9983722 0.003976386 0.00398287
Birlestirilmis rolatif Standart
Belirsizlik U(Pop)/Pop 0.0062
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 00124

%95 Giiven arahgy)
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Ek 109. Vanilin i¢in ayni gin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik - Orta - Yiiksek -

Vanilin Spike spiie Geri Kaz. ﬁg? spike Geri Kaz. ﬁg;l spike Geri Kaz. ﬁ:?

Yok (500 (%) (5000 (%) (10000 (%)

ppm) ppm) ppm)

444 955 100.33 1.00 5407 99.07 0.99 10480 100.27 1.00

462 958 100.93 1.01 5451 99.95 1.00 10454 100.01 1.00

454 935 96.33 0.96 5410 99.13 0.99 10467 100.14 1.00

- 459 958 100.93 1.01 5475 100.43 1.00 10451 99.98 1.00

5 463 932 95.73 0.96 5449 99.91 1.00 10410 99.57 1.00

S; 438 961 101.53 1.02 5436 99.65 1.00 10484 100.31 1.00

Ort. 453.33 949.83  99.30 0.99 5438.00 99.69 1.00 10457.67  100.04 1.00
Std 10.231 12.828  2.566 0.026 26.107 0.522 0.005  26.868 0.269 0.003
RSD 0.023 0.014 0.026 0.026 0.005 0.005 0.005  0.003 0.003 0.003
452 934 97.33 0.97 5464 100.33 1.00 10444 99.97 1.00

465 930 96.53 0.97 5468 100.41 1.00 10394 99.47 0.99

§ 432 949 100.33 1.00 5432 99.69 1.00 10432 99.85 1.00

E 449 934 97.33 0.97 5404 99.13 0.99 10421 99.74 1.00

2 457 936 97.73 0.98 5406 99.17 0.99 10497 100.50 1.00

E 440 925 95.53 0.96 5490 100.85 1.01 10422 99.75 1.00

454 921 94.73 0.95 5458 100.21 1.00 10397 99.50 0.99

432 948 100.13 1.00 5410 99.25 0.99 10492 100.45 1.00

§ 451 946 99.73 1.00 5488 100.81 1.01 10476 100.29 1.00

:%:; 456 938 98.13 0.98 5410 99.25 0.99 10489 100.42 1.00

2 431 956 101.73 1.02 5453 100.11 1.00 10506 100.59 1.01

E 436 953 101.13 1.01 5424 99.53 1.00 10417 99.70 1.00

459 956 101.73 1.02 5465 100.35 1.00 10386 99.39 0.99

451 960 102.53 1.03 5458 100.21 1.00 10485 100.38 1.00

? 438 964 103.33 1.03 5463 100.31 1.00 10390 99.43 0.99

E 446 945 99.53 1.00 5485 100.75 1.01 10389 99.42 0.99

L__’ 453 929 96.33 0.96 5491 100.87 1.01 10467 100.20 1.00

E 450 922 94.93 0.95 5457 100.19 1.00 10419 99.72 1.00
F.G.Ort. 44733 94144  98.82 0.99 5451.44 100.08 1.00 10440.17  99.93 1.00
F.G.Std 10.175 13.391 2.678 0.027 29.965 0.599 0.006  42.341 0.423 0.004
F.G.RSD 0.023 0.014 0.027 0.027 0.005 0.006 0.006  0.004 0.004 0.004
Gen. Ort 448.83 94354  98.94 0.99 5448.08 99.99 1.00 10444.54  99.96 1.00
Gen. Std 10.311 13.494  2.603 0.026 29.107 0.595 0.006  39.267 0.388 0.004
Gen. RSD 0.023 0.014 0.026 0.026 0.005 0.006 0.006  0.004 0.004 0.004

RSD (Pool)  0.013919141
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Ek 110. Vanilin i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

% Geri

T oS e el S
St. Sap.
500 0.9894 13.4939 0.0260 0.0143 24
Vanilin 5000 0.9999 29.1069 0.0060 0.0053 24
10000 0.9996 39.2672 0.0039 0.0038 24
ort 0.9963 0.0120 0.0078 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0014091

Ek 111. Vanilin igin yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0139 0.0139
Gergeklik 0.996279167 0.001409066 0.001414328
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0140
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0280

(k=2, %95 Giiven arahigr)
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Ek 112. Pirokatekol i¢in aynmi giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

. D‘?sﬁk Geri O'fta Geri Yi@ksek Geri

Pirokatekol Splyl:( ?félé% Geri Kaz. Iéaz. ?S(I)lé% Geri Kaz. Kaz. ?lp(l)légo Geri Kaz. Kaz.

ppm) (*%) ppm) (%) ppm) (*0)

0 971 97.10 0.97 4987 99.74 1.00 9886 98.86 0.99

0 986 98.60 0.99 4962 99.24 0.99 10167 101.67 1.02

0 1017 101.70 1.02 4934 98.68 0.99 10048 100.48 1.00

- 0 999 99.90 1.00 5062 101.24 1.01 9941 99.41 0.99

5 0 1007 100.70 1.01 4928 98.56 0.99 10185 101.85 1.02

% 0 1009 100.90 1.01 5024 100.48 1.00 10065 100.65 1.01

Ort. 998.17 99.82 1.00  4982.83 99.66 1.00 10048.67  100.49 1.00
Std 16.952 1.695 0.017 52.545 1.051 0.011 119.088 1.191 0.012
RSD 0.017 0.017 0.017 0.011 0.011 0.011 0.012 0.012 0.012
0 1025 102.50 1.03 4940 98.80 0.99 10133 101.33 1.01

0 1006 100.60 1.01 4918 98.36 0.98 9893 98.93 0.99

§ 0 1018 101.80 1.02 4942 98.84 0.99 9923 99.23 0.99

E 0 974 97.40 0.97 4917 98.34 0.98 10148 101.48 1.01

LZ 0 992 99.20 0.99 4986 99.72 1.00 9929 99.29 0.99

E 0 981 98.10 0.98 5027 100.54 1.01 9919 99.19 0.99

0 976 97.60 0.98 5036 100.72 1.01 10046 100.46 1.00

0 1025 102.50 1.03 4969 99.38 0.99 9904 99.04 0.99

§ 0 989 98.90 0.99 4994 99.88 1.00 9881 98.81 0.99

E 0 987 98.70 0.99 4992 99.84 1.00 9875 98.75 0.99

9 0 985 98.50 0.99 4938 98.76 0.99 10157 101.57 1.02

E 0 1024 102.40 1.02 4952 99.04 0.99 9939 99.39 0.99

0 1022 102.20 1.02 5086 101.72 1.02 9971 99.71 1.00

0 988 98.80 0.99 5006 100.12 1.00 10119 101.19 1.01

? 0 1009 100.90 1.01 5054 101.08 1.01 10166 101.66 1.02

E 0 992 99.20 0.99 5065 101.30 1.01 10142 101.42 1.01

('2 0 983 98.30 0.98 5073 101.46 1.01 10125 101.25 1.01

E 0 987 98.70 0.99 4957 99.14 0.99 10048 100.48 1.00
F.G.Ort. 0 997.94 99.79 1.00 4991.78 99.84 1.00 10017.67  100.18 1.00
F.G.Std 0 18.041 1.804 0.018 54.525 1.091 0.011 111.960 1.120 0.011
F.G.RSD 0 0.018 0.018 0.018 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011
Gen. Ort 0 998.00 99.80 1.00  4989.54 99.79 1.00 10025.42  100.25 1.00
Gen. Std 0 17.408 1.741 0.017 53.041 1.061 0.011 111.964 1.120 0.011
Gen.RSD 0 0.017 0.017 0.017 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011

RSD (Pool)  0.011640326
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Ek 113. Pirokatekol i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

%Ortalama . % Geri
Analit (Gméjl_)cal Geri étnaslézprsnoan' Kazanom  RSD ggrald
Kazamim ' St. Sap. yist
1000 0.9980 17.4081 0.0174 0.0174 24
Pirokatekol 5000 0.9979 53.0406 0.0106 0.0106 24
10000 1.0025 111.9642 0.0112 0.0112 24
ort 0.9995 0.0131 0.0131 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0015404

Ek 114. Pirokatekol i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Standart Belirsizlik Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0116 0.0116
Gergeklik 0.999483333 0.00154042 0.001541216
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0117
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0235

(k=2, %95 Giiven aralg)
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Ek 115. Malik asit icin aymt giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Malikasit ~ OPike ?pi?ski;lzsoo Geri ﬁg? Spri:i Geri Eggl ;’l;l';:ek Geri ﬁ:?
yok ppm) Kaz. (%) (5000 Kaz. (%) (10000 Kaz. (%)
ppm) ppm)

3416 3940 10990 110 8392 10003 100 13428 10038 1.00

3363 3901 10210 102 8435 10089 101 13377 99.87  1.00

3387 3915 10490 105 8413 10045 100 13332 99.42 0.9

B} 3301 3911 10410 104 8459 10137 101 13407 10017 1.00

3 3393 3877 9730 097 8358 99.35 099 13311 9921 0.9

% 3393 3906 10310 103 8366 9951 100 13466 10076 1.01

ort. 330050 390833 10357 104 840383 10027 100 1338683 99.96  1.00

std 16920 20471 4094 0041 39423 0788 0008  58.690 0587  0.006

RSD 0005  0.005 0040 0040 0005 0008 0008  0.004 0006  0.006

3361 3872 9540 095 8384 99.78 100 13329 99.34 0.9

3406 3872 9540 095 8375 99.60  1.00 13309 99.14 0.9

§ 3406 3917 10440 104 8367 99.44 099 13427 10032 1.00

E 3401 3881 9720 097 8444 10098 101 13395 10000 1.00

© 3388 3852 9140 091 8445 10100 101 13460 10065  1.01

E 3367 3851 9120 091 8459 10128 101 13324 99.29 099

3398 3916 10420 104 8355 9920 099 13480 10085  1.01

3375 3892 9940 099 8384 9978  1.00 13418 10023 1.00

§ 3407 3908 10260 103 8389 99.88  1.00 13333 99.38 0.9

E 3406 3888 9860 099 8460 10130 101 13382 99.87  1.00

© 3397 3872 9540 095 8459 10128 101 13446 10051 101

E 3302 3912 10340 103 8439 10088 101 13450 10055  1.01

3405 3910 10300 103 8369 99.48 099 13335 99.40 0.9

3389 3882 97.40 097 8454 10118 101 13399 10004  1.00

§ 3405 3933 10760 108 8460 10130 101 13351 9956  1.00

E 3409 3921 10520 105 8375 99.60  1.00 13408 10013 1.00

© 3399 3911 10320 103 8361 99.32 099 13366 99.71  1.00

E 3399 3856 9220 092 8346 99.02 099 13465 10070 1.01

F.G.Ort. 339500 389144 9929 099 840694 10024  1.00 1339317 99.98  1.00

FGStd 14180 25521 5104 0051 43445 0869 0009  54.684 0547 0.005

FGRSD 0004  0.007 0051 0051 0005 0009 0009 0004 0005  0.005

Gen.Ort 3393.88 389567 10036 100 840617 10025 100 1339158 99.98 100

Gen.Std 14656 25066 5146 0051 41651 0833 0008  54.470 0544 0.005

Gen.RSD 0004  0.006 0051 0051 0005 0008 0008  0.004 0005  0.005
'(?P%Igl) 0.005028562
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Ek 116. Malik asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

. % Geri
i Gl wordana | pndzSon G pp Coree
St. Sap.
500 1.0036 25.0663 0.0515 0.0064 24
Malik asit 5000 1.0025 41.6514 0.0083 0.0050 24
10000 0.9998 54.4697 0.0054 0.0041 24
ort 1.0019 0.0217 0.0052 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0025623

Ek 117. Malik asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0050 0.0050
Gergeklik 1.0019375 0.002562339 0.002557384
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0056
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 00113

(k=2, %95 Giiven aralg)
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Ek 118. Syringic asit i¢in ayn1 giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

D‘?sﬁk . Geri Or_ta . Geri Yi@ksek Geri

Syringi? Spike spike Geri Kaz. spike Geri Kaz. spike Geri Kaz. Kaz.

asit yok (1000 Kaz. (%) (5000 Kaz. (%) (10000 %)

ppm) ppm) ppm)

0 978 97.80 0.98 4937 98.74 0.99 10121 101.21 1.01

0 986 98.60 0.99 5049 100.98 1.01 10146 101.46 1.01

0 991 99.10 0.99 5069 101.38 1.01 10174 101.74 1.02

- 0 989 98.90 0.99 5082 101.64 1.02 9914 99.14 0.99

5 0 967 96.70 0.97 5054 101.08 1.01 10003 100.03 1.00

(% 0 991 99.10 0.99 4974 99.48 0.99 10151 101.51 1.02

Ort. 983.67 98.37 0.98 5027.50 100.55 1.01 10084.83 100.85 1.01
Std 9.501 0.950 0.010 58.154 1.163 0.012 103.207 1.032 0.010
RSD 0.010 0.010 0.010 0.012 0.012 0.012 0.010 0.010 0.010
0 984 98.40 0.98 4966 99.32 0.99 9895 98.95 0.99

0 1013 101.30 1.01 5072 101.44 1.01 10109 101.09 1.01

§ 0 991 99.10 0.99 5078 101.56 1.02 10103 101.03 1.01

E 0 1021 102.10 1.02 5059 101.18 1.01 10058 100.58 1.01

? 0 969 96.90 0.97 4983 99.66 1.00 9915 99.15 0.99

E 0 980 98.00 0.98 5064 101.28 1.01 10097 100.97 1.01

0 1026 102.60 1.03 5027 100.54 1.01 9969 99.69 1.00

0 968 96.80 0.97 4928 98.56 0.99 9896 98.96 0.99

§ 0 979 97.90 0.98 4918 98.36 0.98 9973 99.73 1.00

E 0 997 99.70 1.00 5003 100.06 1.00 10179 101.79 1.02

9 0 997 99.70 1.00 5025 100.50 1.01 9883 98.83 0.99

E 0 981 98.10 0.98 5045 100.90 1.01 10131 101.31 1.01

0 1023 102.30 1.02 5035 100.70 1.01 9878 98.78 0.99

0 971 97.10 0.97 4962 99.24 0.99 10139 101.39 1.01

% 0 1018 101.80 1.02 4976 99.52 1.00 10034 100.34 1.00

E 0 981 98.10 0.98 5066 101.32 1.01 10120 101.20 1.01

9 0 996 99.60 1.00 4996 99.92 1.00 10075 100.75 1.01

E 0 1016 101.60 1.02 5012 100.24 1.00 9884 98.84 0.99
F.G.Ort. 0 995.06 99.51 1.00 5011.94 100.24 1.00 10018.78 100.19 1.00
F.G.Std 0 19.875 1.987 0.020 48.977 0.980 0.010 106.109 1.061 0.011
F.G.RSD 0 0.020 0.020 0.020 0.010 0.010 0.010 0.011 0.011 0.011
Gen. Ort 0 992.21 99.22 0.99 5015.83 100.32 1.00 10035.29 100.35 1.00
Gen. Std 0 18.356 1.836 0.018 50.552 1.011 0.010 107.197 1.072 0.011
Gen.RSD 0 0.019 0.019 0.019 0.010 0.010 0.010 0.011 0.011 0.011

RSD (Pool)  0.011810488
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Ek 119. Syringic asit i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalar

%0Ortalama % Geri

. G. K. Cal. . Analiz Son. Paralel
Analit Geri Kazanmim RSD
(mg/L) Kazanim St. Sapma St. Sap. Sayisi
1000 0.9922 18.3563 0.0184 0.0185 24
Syringic asit 5000 1.0032 50.5523 0.0101 0.0101 24
10000 1.0035 107.1973 0.0107 0.0107 24
ort 0.9996 0.0131 0.0131 n=72
':f‘rakﬁk 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0015394

Ek 120. Syringic asit i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0118 0.0118
Gergeklik 0.999634722 0.001539392 0.001539954
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0119
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0238

(k=2, %95 Giiven arahgi)
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Ek 121. Hesperetin i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

- - Orta - Yiiksek :

Hesperetin Sp‘i{l((:;( 3)‘;?(1;12100 Eggi ﬁ:;l ?SP(I)l(()e Geri Kaz. E:‘;' ?ZFL)(I)l(()% Ez;i Ez;l

ppm) O 00 om @)

0 93 93.00 0.93 502 100.40 1.00 1017 101.70  1.02

0 101 101.00 1.01 491 98.20 0.98 994 99.40 0.99

0 98 98.00 0.98 486 97.20 0.97 1010 101.00 1.01

- 0 92 92.00 0.92 486 97.20 0.97 988 98.80 0.99

5 0 107 107.00 1.07 504 100.80 1.01 1016 101.60  1.02

E; 0 93 93.00 0.93 507 101.40 1.01 976 97.60 0.98
Ort. 0 97.33 97.33 0.97 496.00 99.20 0.99 1000.17 100.02  1.00
Std 0 5.888 5.888 0.059 9.445 1.889 0.019 16.738 1.674 0.017
RSD 0 0.060 0.060 0.060 0.019 0.019 0.019 0.017 0.017 0.017
0 95 95.00 0.95 497 99.40 0.99 976 97.60 0.98

0 96 96.00 0.96 503 100.60 1.01 991 99.10 0.99

§ 0 94 94.00 0.94 495 99.00 0.99 1019 101.90 1.02

:;i:; 0 105 105.00 1.05 493 98.60 0.99 979 97.90 0.98

2 0 96 96.00 0.96 509 101.80 1.02 981 98.10 0.98

E 0 103 103.00 1.03 495 99.00 0.99 991 99.10 0.99

0 102 102.00 1.02 502 100.40 1.00 1005 10050 1.01

0 107 107.00 1.07 504 100.80 1.01 997 99.70 1.00

§ 0 94 94.00 0.94 491 98.20 0.98 1014 10140 1.01

E 0 107 107.00 1.07 498 99.60 1.00 991 99.10 0.99

2 0 93 93.00 0.93 503 100.60 1.01 984 98.40 0.98

E 0 104 104.00 1.04 487 97.40 0.97 1003 100.30  1.00

0 93 93.00 0.93 492 98.40 0.98 977 97.70 0.98

0 102 102.00 1.02 485 97.00 0.97 983 98.30 0.98

? 0 97 97.00 0.97 488 97.60 0.98 1020 102.00 1.02

E 0 102 102.00 1.02 504 100.80 1.01 984 98.40 0.98

L_.D 0 103 103.00 1.03 503 100.60 1.01 998 99.80 1.00

E 0 99 99.00 0.99 486 97.20 0.97 1012 101.20 1.01
F.G.Ort. 0 99.56 99.56 1.00 496.39 99.28 0.99 994.72 99.47 0.99
F.G.Std 0 4.866 4.866 0.049 7.277 1.455 0.015 14.547 1.455 0.015
F.G.RSD 0 0.049 0.049 0.049 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015
Gen. Ort 0 99.00 99.00 0.99 496.29 99.26 0.99 996.08 99.61 1.00
Gen. Std 0 5.099 5.099 0.051 7.653 1.531 0.015 14.937 1.494 0.015
Gen.RSD 0 0.052 0.052 0.052 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015 0.015

RSD (Pool) 0.02790806
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Ek 122. Hesperetin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢caligma hesaplamalart

% Geri

prai G I onane UL aanm R L
St. Sap.
100 0.9900 5.0990 0.0510 0.0515 24
Hesperetin 500 0.9926 7.6527 0.0153 0.0154 24
1000 0.9961 14,9373 0.0149 0.0150 24
ort 0.9929 0.0271 0.0273 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0031911

Ek 123. Hesperetin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0279 0.0279

Bias 0.992888889 0.003191128 0.003213983
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0281
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0562

(k=2, %95 Giiven aralg)
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Ek 124. Naringenin i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Naringenin Spike ;)pl:igk Geri ﬁg;' Spl;:(i Geri Kaz. I%&el;l ;::l;:ek Geri ﬁ:;l
Yok (100 Kaz. (%) (500 (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

158 265 112.00 1.12 657 100.80 1.01 1126 97.30 0.97

145 247 94.00 0.94 674 104.20 1.04 1179 102.60 1.03

154 251 98.00 0.98 667 102.80 1.03 1137 98.40 0.98

- 152 255 102.00 1.02 655 100.40 1.00 1146 99.30 0.99

5 156 248 95.00 0.95 647 98.80 0.99 1162 100.90 1.01

(% 153 248 95.00 0.95 648 99.00 0.99 1127 97.40 0.97

Ort. 153.00 252.33 99.33 0.99 658.00 101.00 1.01 1146.17  99.32 0.99
Std 4.472 6.861 6.861 0.069 10.658 2.132 0.021 20.913 2.091 0.021
RSD 0.029 0.027 0.069 0.069 0.016 0.021 0.021 0.018 0.021 0.021
162 264 109.00 1.09 673 103.60 1.04 1157 100.20 1.00

151 253 98.00 0.98 643 97.60 0.98 1133 97.80 0.98

§ 164 262 107.00 1.07 642 97.40 0.97 1136 98.10 0.98

E 165 262 107.00 1.07 670 103.00 1.03 1172 101.70 1.02

? 148 247 92.00 0.92 668 102.60 1.03 1141 98.60 0.99

E 152 245 90.00 0.90 671 103.20 1.03 1183 102.80 1.03

156 264 109.00 1.09 646 98.20 0.98 1158 100.30 1.00

159 264 109.00 1.09 671 103.20 1.03 1190 103.50 1.04

§ 152 250 95.00 0.95 669 102.80 1.03 1151 99.60 1.00

E 146 250 95.00 0.95 642 97.40 0.97 1186 103.10 1.03

9 146 253 98.00 0.98 667 102.40 1.02 1131 97.60 0.98

E 163 253 98.00 0.98 652 99.40 0.99 1143 98.80 0.99

156 265 110.00 1.10 663 101.60 1.02 1184 102.90 1.03

152 255 100.00 1.00 671 103.20 1.03 1165 101.00 1.01

? 157 259 104.00 1.04 653 99.60 1.00 1147 99.20 0.99

E 159 264 109.00 1.09 674 103.80 1.04 1152 99.70 1.00

9 152 254 99.00 0.99 670 103.00 1.03 1161 100.60 1.01

E 150 256 101.00 1.01 643 97.60 0.98 1145 99.00 0.99
F.G.Ort. 155.00  256.67 101.67 1.02 660.44 101.09 1.01 1157.50  100.25 1.00
F.G.Std 6.039 6.490 6.490 0.065 12.515 2.503 0.025 18.922 1.892 0.019
F.G.RSD 0.039 0.025 0.064 0.064 0.019 0.025 0.025 0.016 0.019 0.019
Gen. Ort 15450  255.58 101.08 1.01 659.83 101.07 1.01 1154.67  100.02 1.00
Gen. Std 5.665 6.711 6.514 0.065 11.901 2.371 0.024 19.617 1.941 0.019
Gen.RSD  0.037 0.026 0.064 0.064 0.018 0.023 0.023 0.017 0.019 0.019

RSD (Pool)  0.025727409
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Ek 125. Naringenin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

%0Ortalama % Geri

. G. K. Cal. . Analiz Son. Paralel
Analit (mg/LS Eg;‘amm St. Sapma IS(taZSE:;m RSD Sayisi
100 1.0108 6.7109 0.0651 0.0263 24
Naringenin 500 1.0107 11.9006 0.0237 0.0180 24
1000 1.0002 19.6174 0.0194 0.0170 24
ort 1.0072 0.0361 0.0204 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0042526

Ek 126. Naringenin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Standart Belirsizlik Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar: X Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0257 0.0257

Bias 1.007222222 0.00425256 0.004222067
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0261
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0521

(k=2, %95 Giiven arahgi)
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Ek 127. Rutin i¢in aynmi gin ve farkli gilinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve Kkesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Rutin  OPike ;)pi?igl;loo Geri Kaz. E:? Sopr“t‘i Geri ,(222' ;’l;l';:ek Geri ﬁg?
Yok ppm) (%) (500 Kaz. (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm)

2342 2456 10567  1.06 2874 10473 105 3319 96.87 097

2346 2451 10067 101 2838 9753 098 3327 97.67 098

2360 2452 10167 102 2857 10133 101 3342 99.17  0.99

B} 2359 2465 11467 115 2858 10153 102 3362 10117 101

3 2353 2453 10267 103 2850 99.93 100 3300 9497 095

% 2342 2453 10267 103 2829 9573 096 3343 99.27  0.99
ort. 2350.33 245500 10467  1.05 285100 10013  1.00 333217 9818 098
std 8.165 5177 5177 0052 15925 3185 0032 21628 2163 0022
RSD 0.003 0.002 0.049 0.049 0,006 0032 0032 0006 0022 0022
2351 2459 10694 107 2830 9559 096 3307 9549  0.95

2364 2458 10594  1.06 2830 9559 096 3315 96.29  0.96

§ 2361 2448 95.94 0.96 2830 9559 096 3347 99.49  0.99

E 2354 2440 87.94 0.88 2823 9419 094 3390 10379 1.04

© 2352 2459 10694 107 2860 10159 102 3328 9750  0.98

E 2345 2451 98.94 0.99 2878 10519 105 3365 10129 101
2346 2443 90.94 0.91 2822 9399 094 3395 10429 1.04

2341 2445 92.94 0.93 2828 9519 095 3384 10319 1.03

§ 2349 2445 92.94 0.93 2831 9579 096 3312 9599  0.96

E 2348 2447 94.94 0.95 2830 9559 096 3351 99.89  1.00

© 2353 2444 91.94 0.92 2822 9399 094 3332 97.99 098

E 2348 2442 89.94 0.90 2843 9819 098 3307 9549  0.95
2357 2445 92.94 0.93 2867 10299 103 3331 97.89 098

2352 2446 93.94 0.94 2873 10419 104 3313 96.09  0.96

§ 2364 2449 96.94 0.97 2823 9419 094 3348 9959  1.00

E 2347 2452 99.94 1.00 2869 10339 103 3360 10079 1.01

© 2364 2463 11094 111 2843 9819 098 3305 9529  0.95

E 2341 2446 93.94 0.94 2866 10279 103 3364 10119 1.01
F.G.Ort. 235206 244900  96.94 0.97 284267 9812 098 334189 9898  0.99
FGStd  7.424 6.651 6.651 0067 20176 4035 0040 29.766 2977  0.030
F.G.RSD  0.003 0.003 0.069 0.069  0.007 0041 0041 0009 0030  0.030
Gen.Ort 235163 245050  98.87 0.99 284475 9863 099 333946 9878  0.99
Gen.Std 7471 6.750 7.084 0071 19225 3877 0039 27.840 2773 0028
Gen.RSD  0.003 0.003 0072 0072 0.007 0039 0039 0008 0028  0.028

(RP%EI) 0.005762979
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Ek 128. Rutin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

% Geri

T oS e el o S
St. Sap.
100 0.9887 6.7502 0.0708 0.0028 24
Rutin 500 0.9863 19.2246 0.0388 0.0068 24
1000 0.9878 27.8396 0.0277 0.0083 24
ort 0.9876 0.0458 0.0059 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0053955

Ek 129. Rutin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

N - Standart Belirsizlik ~ Rélatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0058 0.0058
Bias 0.987611111 0.005395483 0.005463165
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0079
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0159

(k=2, %95 Giiven arahg)
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Ek 130. Kersetin igin ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

. D‘?sﬁk Geri O'fta Geri Yi?ksek . Geri

Kersetin Sp"{lﬁ( ?f(l)l(()e Geri Kaz. Iéaz. ?f(l)l(;% Geri Kaz. Kaz. ?E(')lé% ﬁg? Kaz.

ppm) (*%) ppm) (%) ppm) (%)

150 247 93.17 0.93 1121 96.72 0.97 5156 100.04 1.00

159 261 107.17 1.07 1131 97.72 0.98 5122 99.36 0.99

148 245 91.17 091 1140 98.62 0.99 5180 100.52 1.01

- 151 259 105.17 1.05 1165 101.12 1.01 5165 100.22 1.00

5 151 245 91.17 0.91 1152 99.82 1.00 5146 99.84 1.00

S; 164 246 92.17 0.92 1134 98.02 0.98 5177 100.46 1.00
Ort. 153.83  250.50 96.67 0.97 114050  98.67 0.99 5157.67 100.08 1.00
Std 6.242 7.423 7.423 0.074 15.783 1.578 0.016 21.621 0.432 0.004
RSD 0.041 0.030 0.077 0.077 0.014 0.016 0.016  0.004 0.004 0.004
146 262 108.44 1.08 1161 100.74 1.01 5191 100.75 1.01

152 248 94.44 0.94 1139 98.54 0.99 5158 100.09 1.00

§ 156 255 101.44 1.01 1139 98.54 0.99 5179 100.51 1.01

:;i:; 156 246 92.44 0.92 1150 99.64 1.00 5164 100.21 1.00

2 160 258 104.44 1.04 1149 99.54 1.00 5112 99.17 0.99

Z‘é 150 263 109.44 1.09 1145 99.14 0.99 5133 99.59 1.00

152 248 94.44 0.94 1158 100.44 1.00 5169 100.31 1.00

146 257 103.44 1.03 1170 101.64 1.02 5191 100.75 1.01

§ 164 253 99.44 0.99 1145 99.14 0.99 5135 99.63 1.00

:%:; 165 248 94.44 0.94 1137 98.34 0.98 5114 99.21 0.99

2 158 261 107.44 1.07 1165 101.14 1.01 5152 99.97 1.00

E 145 251 97.44 0.97 1157 100.34 1.00 5111 99.15 0.99

145 260 106.44 1.06 1156 100.24 1.00 5160 100.13 1.00

147 258 104.44 1.04 1164 101.04 1.01 5167 100.27 1.00

? 161 255 101.44 1.01 1120 96.64 0.97 5136 99.65 1.00

E 144 244 90.44 0.90 1147 99.34 0.99 5132 99.57 1.00

L__’ 152 263 109.44 1.09 1162 100.84 1.01 5140 99.73 1.00

E 165 247 93.44 0.93 1146 99.24 0.99 5117 99.27 0.99
F.G.Ort. 15356  254.28 100.72 1.01 1150.56  99.70 1.00 5147.83 99.89 1.00
F.G.Std 7.334 6.341 6.341 0.063 12.406 1.241 0.012  26.140 0.523 0.005
F.G.RSD  0.048 0.025 0.063 0.063 0.011 0.012 0.012  0.005 0.005 0.005
Gen.Ort  153.63  253.33 99.71 1.00 1148.04  99.44 0.99 5150.29 99.93 1.00
Gen.Std  6.946 6.670 6.702 0.067 13.700 1.374 0.014  25.012 0.500 0.005
Gen. RSD  0.045 0.026 0.067 0.067 0.012 0.014 0.014  0.005 0.005 0.005

RSD (Pool) 0.02694194
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Ek 131. Kersetin i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

% Geri

T oS e el o S
St. Sap.
100 0.9971 6.6703 0.0670 0.0263 24
Kersetin 1000 0.9944 13.7001 0.0137 0.0119 24
5000 0.9993 25.0121 0.0050 0.0049 24
ort 0.9969 0.0286 0.0144 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.003369

Ek 132. Kersetin igin yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklari x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0269 0.0269

Bias 0.996944444 0.00336897 0.003379296
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0272
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0543

(k=2, %95 Giiven aralg)
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Ek 133. Kersitrin i¢in aynmi giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Kersitrin Spike ;)pl:igk Geri E:;I Spl;:i Geri Kaz. I‘%g? gg;lk(:ek Geri ﬁ:;l
Yok (100 Kaz. (%) (1000 (%) (5000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

0 95 95.00 0.95 1006 100.60 1.01 4962 99.24 0.99

0 100 100.00 1.00 998 99.80 1.00 5084 101.68 1.02

0 101 101.00 1.01 1004 100.40 1.00 4947 98.94 0.99

- 0 99 99.00 0.99 982 98.20 0.98 4949 98.98 0.99

5 0 98 98.00 0.98 1009 100.90 1.01 5082 101.64 1.02

S 0 101 101.00 1.01 998 99.80 1.00 5044 100.88 1.01

Ort. 0 99.00 99.00 0.99 999.50  99.95 1.00 5011.33 100.23 1.00
Std 0 2.280 2.280 0.023 9.628 0.963 0.010 66.029 1.321 0.013
RSD 0 0.023 0.023 0.023 0.010 0.010 0.010 0.013 0.013 0.013
0 104 104.00 1.04 1002 100.20 1.00 4992 99.84 1.00

0 94 94.00 0.94 986 98.60 0.99 5024 100.48 1.00

§ 0 104 104.00 1.04 996 99.60 1.00 5073 101.46 1.01

:;i:; 0 105 105.00 1.05 995 99.50 1.00 5062 101.24 1.01

2 0 94 94.00 0.94 984 98.40 0.98 5052 101.04 1.01

E? 0 106 106.00 1.06 1020 102.00 1.02 4972 99.44 0.99

0 93 93.00 0.93 994 99.40 0.99 4958 99.16 0.99

0 107 107.00 1.07 987 98.70 0.99 5029 100.58 1.01

§ 0 104 104.00 1.04 984 98.40 0.98 5005 100.10 1.00

E 0 99 99.00 0.99 1003 100.30 1.00 4996 99.92 1.00

2 0 107 107.00 1.07 1010 101.00 1.01 5050 101.00 1.01

E 0 103 103.00 1.03 1017 101.70 1.02 5058 101.16 1.01

0 103 103.00 1.03 1013 101.30 1.01 4933 98.66 0.99

0 95 95.00 0.95 1011 101.10 1.01 4931 98.62 0.99

? 0 106 106.00 1.06 1003 100.30 1.00 5079 101.58 1.02

E 0 102 102.00 1.02 1003 100.30 1.00 5000 100.00 1.00

L__’ 0 106 106.00 1.06 990 99.00 0.99 5061 101.22 1.01

E 0 98 98.00 0.98 977 97.70 0.98 5023 100.46 1.00
F.G.Ort. 0 101.67 101.67 1.02 998.61  99.86 1.00 5016.56 100.33 1.00
F.G.Std 0 4.863 4.863 0.049 12505  1.250 0.013 46.411 0.928 0.009
F.G.RSD 0 0.048 0.048 0.048 0.013 0.013 0.013 0.009 0.009 0.009
Gen. Ort 0 101.00 101.00 1.01 998.83  99.88 1.00 5015.25 100.31 1.00
Gen. Std 0 4.472 4.472 0.045 11.657  1.166 0.012 50.450 1.009 0.010
Gen.RSD 0 0.044 0.044 0.044 0.012 0.012 0.012 0.010 0.010 0.010

RSD (Pool)  0.023441337
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Ek 134. Kersitrin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

% Geri

raie Gk wonaene | SIS Kaamm R (o
St. Sap.
100 1.0100 4.4721 0.0447 0.0443 24
Kersitrin 1000 0.9988 11.6569 0.0117 0.0117 24
5000 1.0031 50.4504 0.0101 0.0101 24
ort 1.0040 0.0222 0.0220 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0026111

Ek 135. Kersitrin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 1.0040 1.0040

Bias 1.003961111 0.002611124 0.002600822
Birlestirilmis rolatif Standart

Belirsizlik U(Pop)/Pop 1.0040
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 20079

%95 Giiven arahig)
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Ek 136. Apigenin i¢in aym giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve Kkesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Apigenin Spike ?pl:igk Geri Kaz. ﬁ:;l Spl;tkae Geri I‘%g? gg;lk(;ek Geri Ez;l
Yok (100 (%) (500 Kaz. (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

105 209 98.83 0.99 617 101.37 1.01 1094 98.38 0.98

113 205 94.83 0.95 617 101.37 1.01 1118 100.78 1.01

109 220 109.83 1.10 604 98.77 0.99 1114 100.38 1.00

- 111 212 101.83 1.02 625 102.97 1.03 1137 102.68 1.03

5 112 224 113.83 1.14 611 100.17 1.00 1144 103.38 1.03

(% 111 202 91.83 0.92 622 102.37 1.02 1134 102.38 1.02

Ort. 110.17 212.00 101.83 1.02 616.00 101.17 1.01 112350 101.33 1.01
Std 2.858 8.556 8.556 0.086 7.589 1.518 0.015 18.458 1.846 0.018
RSD 0.026 0.040 0.084 0.084 0.012 0.015 0.015 0.016 0.018 0.018
117 208 96.44 0.96 606 98.89 0.99 1145 103.34 1.03

120 218 106.44 1.06 602 98.09 0.98 1149 103.74 1.04

§ 113 211 99.44 0.99 607 99.09 0.99 1139 102.74 1.03

E 110 225 113.44 1.13 614 100.49 1.00 1114 100.24 1.00

? 106 206 94.44 0.94 607 99.09 0.99 1149 103.74 1.04

E 105 208 96.44 0.96 624 102.49 1.02 1126 101.44 1.01

118 207 95.44 0.95 624 102.49 1.02 1121 100.94 1.01

119 224 112.44 112 621 101.89 1.02 1120 100.84 1.01

§ 107 213 101.44 1.01 624 102.49 1.02 1104 99.24 0.99

E 105 224 112.44 1.12 605 98.69 0.99 1123 101.14 1.01

9 106 202 90.44 0.90 616 100.89 1.01 1100 98.84 0.99

E 116 218 106.44 1.06 607 99.09 0.99 1094 98.24 0.98

107 205 93.44 0.93 608 99.29 0.99 1102 99.04 0.99

119 212 100.44 1.00 605 98.69 0.99 1095 98.34 0.98

? 105 222 110.44 1.10 617 101.09 1.01 1107 99.54 1.00

E 105 224 112.44 112 623 102.29 1.02 1116 100.44 1.00

9 110 215 103.44 1.03 601 97.89 0.98 1091 97.94 0.98

E 120 222 110.44 1.10 621 101.89 1.02 1124 101.24 1.01
F.G.Ort. 111.56 214.67 103.11 1.03 612.89  100.27 1.00 1117.72  100.62 1.01
F.G.Std 6.070 7.662 7.662 0.077 8.373 1.675 0.017 18.755 1.875 0.019
F.G.RSD 0.054 0.036 0.074 0.074 0.014 0.017 0.017 0.017 0.019 0.019
Gen. Ort 111.21 214.00 102.79 1.03 613.67  100.49 1.00 1119.17  100.80 1.01
Gen. Std 5.421 7.791 7.722 0.077 8.138 1.653 0.017 18.455 1.855 0.019
Gen. RSD 0.049 0.036 0.075 0.075 0.013 0.016 0.016 0.016 0.018 0.018

RSD (Pool) 0.032208397

255



EKLER

Ek 137. Apigenin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

Ortalama %

% Geri

Analit (Gm I7L§Jal. Geri 'Sa\tn%l: §10an. Kazamim St. RSD E:rf‘llel
g Kazanmim -9ap Sap. s
100 1.0279 7.7907 0.0772 0.0364 24
Apigenin 500 1.0049 8.1383 0.0165 0.0133 24
1000 1.0080 18.4548 0.0185 0.0165 24
ort 1.0136 0.0374 0.0221 n=72
karakok n:  8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0044114
Ek 138. Apigenin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi
s - Standart Belirsizlik Rolatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0322 0.0322
Bias 1.013597222 0.004411367 0.00435219
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0325
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0650

(k=2, %95 Giiven arahg)
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Ek 139. Krisin i¢in aymi giin ve farkli glinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve Kkesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

i Spike Disik . Geri SpI;:(ae . Geri :g?t:ek Geri Geri
Krisin Yok E)F;))Irlfqe) (100 Geri Kaz. Eﬁ/a(); (500 Geri Kaz. Eﬁ/aoi (1000 Kaz. zg/;;;
ppm) ppm)

112 102 100.97 1.01 503 100.39 1.00 1007 100.60 1.01

0.97 101 99.97 1.00 503 100.39 1.00 1002 100.10 1.00

0.94 103 101.97 1.02 503 100.39 1.00 1000 99.90 1.00

- 1.22 101 99.97 1.00 500 99.79 1.00 1004 100.30 1.00

3 0.98 101 99.97 1.00 505 100.79 1.01 1006 100.50 1.00

% 0.93 101 99.97 1.00 500 99.79 1.00 1004 100.30 1.00
Ort. 1.03 101.50 100.47 1.00 502.33  100.26 1.00 1003.83  100.28 1.00
Std 0.117 0.837 0.837 0.008  1.966 0.393 0.004 2.563 0.256 0.003
RSD 0.114 0.008 0.008 0.008  0.004 0.004 0.004 0.003 0.003 0.003
1.08 101 99.92 1.00 501 99.98 1.00 1006 100.49 1.00

111 101 99.92 1.00 503 100.38 1.00 1009 100.79 1.01

§ 1.03 103 101.92 1.02 502 100.18 1.00 1003 100.19 1.00

E 1.05 100 98.92 0.99 502 100.18 1.00 1001 99.99 1.00

© 114 101 99.92 1.00 500 99.78 1.00 1009 100.79 1.01

E 1.16 102 100.92 1.01 502 100.18 1.00 1003 100.19 1.00
1.06 103 101.92 1.02 502 100.18 1.00 1004 100.29 1.00

1.02 100 98.92 0.99 505 100.78 1.01 1001 99.99 1.00

§ 1.16 103 101.92 1.02 505 100.78 1.01 1007 100.59 1.01

E 1.10 103 101.92 1.02 505 100.78 1.01 1010 100.89 1.01

© 1.09 103 101.92 1.02 503 100.38 1.00 1009 100.79 1.01

E 1.17 103 101.92 1.02 504 100.58 1.01 1001 99.99 1.00
0.99 102 100.92 1.01 500 99.78 1.00 1004 100.29 1.00

0.97 103 101.92 1.02 504 100.58 1.01 1000 99.89 1.00

? 1.08 102 100.92 1.01 500 99.78 1.00 1007 100.59 1.01

E 1.02 100 98.92 0.99 505 100.78 1.01 1001 99.99 1.00

© 1.09 100 98.92 0.99 501 99.98 1.00 1006 100.49 1.00

E 1.13 101 99.92 1.00 502 100.18 1.00 1006 100.49 1.00
F.G.Ort. 1.08 101.72 100.64 1.01 502.56  100.30 1.00 1004.83  100.38 1.00
F.G.Std 0.059 1.227 1.227 0.012 1.790 0.358 0.004 3.276 0.328 0.003
F.G.RSD 0.055 0.012 0.012 0.012  0.004 0.004 0.004 0.003 0.003 0.003
Gen.Ort  1.07 101.67 100.60 1.01 502.50  100.29 1.00 1004.58  100.35 1.00
Gen. Std  0.078 1.129 1.127 0.011 1794 0.359 0.004 3.092 0.309 0.003
Gen.RSD 0.073 0.011 0.011 0.011  0.004 0.004 0.004 0.003 0.003 0.003

(RP%EI) 0.037192511
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Ek 140. Krisin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

Ortalama

% Geri

Analit (Gn'] fl'_;:al' %Geri A AZSON St Kozamm  RSD porale
g Kazanim P St. Sap. y
100 1.0060 1.1293 0.0113 0.0111 24
Krisin 500 1.0029 1.7937 0.0036 0.0036 24
1000 1.0035 3.0916 0.0031 0.0031 24
ort 1.0041 0.0060 0.0059 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0007051
Ek 141. Krisin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi
N o Standart Belirsizlik Rolatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 1.0041 1.0041
Bias 1.004125972 0.000705078 0.00070218
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 1.0041
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 20083

(k=2, %95 Giiven arahigi)
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Ek 142. Likiritigenin i¢in aym giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik - Orta . Yiiksek .

Likiritigenin ~ Sie o 2o %:;'. o0 ke Kar Doy Geri Kaz Ker

ppm) Ge) ppm) G4) ppm) &)

0 95 95.00 0.95 505 101.00 101 1011 101.10 1.01

0 99 99.00 0.99 497 99.40 0.99 1009 100.90 1.01

0 101 101.00 101 492 98.40 0.98 1015 101.50 1.02

- 0 103 103.00 1.03 505 101.00 101 1018 101.80 1.02

5 0 105 105.00 1.05 503 100.60  1.01 1000 100.00 1.00

% 0 99 99.00 0.99 495 99.00 0.99 993 99.30 0.99

Ort. 0 100.33  100.33 1.00 499.50 99.90 1.00 1007.67  100.77 101
Std 0 3.502 3.502 0.035 5.577 1115 0.011 9.459 0.946 0.009
RSD 0 0.035 0.035 0.035 0.011 0.011 0.011 0.009 0.009 0.009
0 97 97.00 0.97 503 100.60  1.01 1016 101.60 1.02

0 98 98.00 0.98 501 10020  1.00 1020 102.00 1.02

§ 0 102 102.00 1.02 493 98.60 0.99 978 97.80 0.98

E 0 96 96.00 0.96 502 10040  1.00 992 99.20 0.99

? 0 98 98.00 0.98 505 101.00 101 1008 100.80 1.01

E 0 101 101.00 101 502 100.40 1.00 1014 101.40 101

0 101 101.00 1.01 492 98.40 0.98 1017 101.70 1.02

0 104 104.00 1.04 500 100.00  1.00 981 98.10 0.98

§ 0 104 104.00 1.04 499 99.80 1.00 987 98.70 0.99

E 0 103 103.00 1.03 497 99.40 0.99 999 99.90 1.00

9 0 102 102.00 1.02 499 99.80 1.00 1000 100.00 1.00

E 0 103 103.00 1.03 497 99.40 0.99 1007 100.70 1.01

0 99 99.00 0.99 495 99.00 0.99 995 99.50 1.00

0 98 98.00 0.98 492 98.40 0.98 978 97.80 0.98

? 0 96 96.00 0.96 494 98.80 0.99 1012 101.20 1.01

E 0 102 102.00 1.02 492 98.40 0.98 988 98.80 0.99

9 0 96 96.00 0.96 503 100.60  1.01 1008 100.80 1.01

E 0 103 103.00 1.03 507 101.40 1.01 1001 100.10 1.00
F.G.Ort. 0 100.17  100.17 1.00 498.50 99.70 1.00 1000.06  100.01 1.00
F.G.std 0 2.895 2.895 0.029 4.743 0.949 0.009 13.709 1.371 0.014
F.G.RSD 0 0.029 0.029 0.029 0.010 0.010 0.010 0.014 0.014 0.014
Gen. Ort 0 100.21  100.21 1.00 498.75 99.75 1.00 1001.96  100.20 1.00
Gen. Std 0 2.978 2.978 0.030 4.857 0.971 0.010 13.027 1.303 0.013
Gen. RSD 0 0.030 0.030 0.030 0.010 0.010 0.010 0.013 0.013 0.013

RSD (Pool) 0.016933284
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Ek 143. Likiritigenin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

Ortalama % Geri

Analit fméjl'_)ca" % Geri 'g‘t”as'; 0N Kazamm  RSD g’:‘ra'e'
Kazanim ' St. Sap. yist
100 1.0021 2.9779 0.0298 0.0297 24
Likiritigenin 500 0.9975 4.8566 0.0097 0.0097 24
1000 1.0020 13.0267 0.0130 0.0130 24
ort 1.0005 0.0175 0.0175 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0020631

Ek 144. Likiritigenin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklar: X Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0169 0.0169

Bias 1.000513889 0.00206313 0.00206207
Birlestirilmis rolatif Standart

Belirsizlik U(Pop)/Pop 0.0171
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 0.0341

%95 Giiven arahgr)
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Ek 145. Izokersitrin i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

izokersitrin Spike ?pi?ski;lzlm Geri E:;I Sp::(ae Geri E:‘;' gg;lk(:ek Geri Ez;l
Yok ppm) Kaz. (%) (500 Kaz. (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm)

1308 1405 101.50 1.02 1791 97.50 0.98 2319 101.55 1.02

1311 1413 109.50 1.10 1819 103.10 1.03 2280 97.65 0.98

1300 1397 93.50 0.94 1785 96.30 0.96 2314 101.05 1.01

- 1300 1413 109.50 1.10 1815 102.30 1.02 2320 101.65 1.02

5 1302 1400 96.50 0.97 1798 98.90 0.99 2329 102.55 1.03

E; 1300 1398 94.50 0.95 1815 102.30 1.02 2312 100.85 1.01

Ort. 1303.50  1404.33 100.83 1.01 1803.83  100.07  1.00 2312.33  100.88 1.01
Std 4.806 7.257 7.257 0.073  14.372 2.874 0.029 16.908 1.691 0.017
RSD 0.004 0.005 0.072 0.072  0.008 0.029 0.029 0.007 0.017 0.017

1311 1403 98.78 0.99 1801 99.36 0.99 2297 99.28 0.99

1298 1401 96.78 0.97 1793 97.76 0.98 2298 99.38 0.99

§ 1314 1399 94.78 0.95 1816 102.36  1.02 2315 101.08 1.01

E 1309 1405 100.78 1.01 1789 96.96 0.97 2316 101.18 1.01

2 1311 1413 108.78 1.09 1812 10156  1.02 2285 98.08 0.98

E} 1314 1397 92.78 0.93 1809 100.96 1.01 2283 97.88 0.98

1297 1401 96.78 0.97 1791 97.36 0.97 2301 99.68 1.00

1313 1413 108.78 1.09 1795 98.16 0.98 2324 101.98 1.02

§ 1295 1396 91.78 0.92 1817 10256  1.03 2325 102.08 1.02

E 1297 1413 108.78 1.09 1802 99.56 1.00 2305 100.08 1.00

2 1303 1404 99.78 1.00 1808 100.76  1.01 2302 99.78 1.00

E 1299 1406 101.78 1.02 1805 100.16  1.00 2306 100.18 1.00

1302 1404 99.78 1.00 1818 102.76  1.03 2308 100.38 1.00

1298 1408 103.78 1.04 1810 101.16 1.01 2323 101.88 1.02

? 1313 1407 102.78 1.03 1802 99.56 1.00 2303 99.88 1.00

E 1307 1415 110.78 111 1791 97.36 0.97 2330 102.58 1.03

L_.D 1300 1415 110.78 111 1801 99.36 0.99 2318 101.38 1.01

E 1295 1413 108.78 1.09 1796 98.36 0.98 2297 99.28 0.99

F.G.Ort. 1304.22  1406.28 102.06 1.02 1803.11  99.78 1.00 2307.56  100.33 1.00
F.G.Std 7.158 6.229 6.229 0.062  9.368 1.874 0.019 13.466 1.347 0.013
F.G.RSD 0.005 0.004 0.061 0.061  0.005 0.019 0.019 0.006 0.013 0.013

Gen. Ort 1304.04  1405.79 101.75 1.02 1803.29  99.85 1.00 2308.75  100.47 1.00
Gen. Std 6.557 6.393 6.358 0.064  10.482 2.099 0.021 14.164 1.422 0.014
Gen. RSD 0.005 0.005 0.062 0.062  0.006 0.021 0.021 0.006 0.014 0.014

RSD (Pool) 0.005417339
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Ek 146. Izokersitrin icin yapilan gerceklik ve kesinlik calisma hesaplamalar

Ortalama % Geri

Analit (Gm;;L)Cal % Geri g:naslézprsnoan' Kazanim RSD g:ralel
Kazanim ' St. Sap. yist
100 1.0175 6.3928 0.0636 0.0045 24
izokersitrin 500 0.9985 10.4818 0.0210 0.0058 24
1000 1.0047 14.1644 0.0142 0.0061 24
ort 1.0069 0.0329 0.0055 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0038807

Ek 147. izokersitrin igin yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

C o . Standart Rolatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar X Degeri Belirsizliku(x)  Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0054 0.0054
Bias 1.006902778 0.003880653 0.003854049
Birlestirilmis rolatif Standart
Belirsizlik U(Pop)/Pop 0.0066
Genisletilmis belirsizlik (k=2, 00133

%95 Giiven arahgy)
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Ek 148. Apigetrin icin ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazamim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Apigetrin Spike ?pl:igk Geri Kaz. ﬁ:;l SC:):EZ Geri I%g? ;)l:l;:ek Geri Ez;l
Yok (100 (%) (500 Kaz. (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

66 173 102.17 1.02 574 100.63 1.01 1066 99.52 1.00

67 180 109.17 1.09 565 98.83 0.99 1088 101.72  1.02

68 175 104.17 1.04 582 102.23 1.02 1095 10242  1.02

- 77 166 95.17 0.95 583 102.43 1.02 1068 99.72 1.00

5 73 178 107.17 1.07 566 99.03 0.99 1082 10112  1.01

(% 74 171 100.17 1.00 567 99.23 0.99 1073 100.22  1.00

Ort. 70.83 173.83 103.00 1.03 572.83 100.40 1.00 1078.67  100.78  1.01
Std 4.446 5.037 5.037 0.050 8.134 1.627 0.016 11.587 1.159 0.012
RSD 0.063 0.029 0.049 0.049 0.014 0.016 0.016 0.011 0.011 0.011
68 171 99.83 1.00 570 99.77 1.00 1094 102.28  1.02

65 166 94.83 0.95 577 101.17 1.01 1088 101.68  1.02

§ 71 174 102.83 1.03 573 100.37 1.00 1087 101.58  1.02

E 74 166 94.83 0.95 568 99.37 0.99 1083 101.18 1.01

? 72 166 94.83 0.95 581 101.97 1.02 1082 101.08 1.01

E 76 170 98.83 0.99 580 101.77 1.02 1087 101.58  1.02

74 175 103.83 1.04 573 100.37 1.00 1073 100.18  1.00

68 167 95.83 0.96 573 100.37 1.00 1086 10148 1.01

§ 71 170 98.83 0.99 572 100.17 1.00 1083 101.18 1.01

E 72 180 108.83 1.09 573 100.37 1.00 1086 10148 1.01

9 71 165 93.83 0.94 565 98.77 0.99 1072 100.08  1.00

E 77 168 96.83 0.97 568 99.37 0.99 1065 99.38 0.99

70 175 103.83 1.04 573 100.37 1.00 1060 98.88 0.99

66 180 108.83 1.09 566 98.97 0.99 1076 100.48  1.00

? 72 179 107.83 1.08 570 99.77 1.00 1065 99.38 0.99

E 74 169 97.83 0.98 585 102.77 1.03 1061 98.98 0.99

9 73 171 99.83 1.00 580 101.77 1.02 1067 99.58 1.00

E 67 172 100.83 1.01 570 99.77 1.00 1090 101.88 1.02
F.G.Ort 71.17 171.33 100.17 1.00 573.17 100.40 1.00 1078.06  100.69 1.01
F.G.Std 3.348 4.899 4.899 0.049 5.491 1.098 0.011 10.827 1.083 0.011
F.G.RSD 0.047 0.029 0.049 0.049 0.010 0.011 0.011 0.010 0.011 0.011
Gen. Ort 71.08 171.96 100.88 1.01 573.08 100.40 1.00 1078.21  100.71  1.01
Gen. Std 3.550 4.947 4.982 0.050 6.057 1.211 0.012 10.766 1.077 0.011
Gen. RSD 0.050 0.029 0.049 0.049 0.011 0.012 0.012 0.010 0.011 0.011

RSD (Pool)  0.029719965
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Ek 149. Apigetrin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

Ortalama

% Geri

Analit (Gm I?I._)Cal. % Geri é;arlrz;SOﬂ. St Kazanim RSD E:rf‘llel
g Kazanim P St. Sap. s
100 1.0088 4.9474 0.0498 0.0288 24
Apigetrin 500 1.0040 6.0571 0.0121 0.0106 24
1000 1.0071 10.7662 0.0108 0.0100 24
Ortalama 1.0066 0.0242 0.0164 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0028561
Ek 150. Apigetrin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢caligmasi
s - Standart Belirsizlik  Rélatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0297 0.0297
Bias 1.006625 0.002856141 0.002837344
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0299
U(Pop)/Pop
Genigsletilmis belirsizlik 0.0597

(k=2, %95 Giiven aralig)
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Ek 151. Roifolin i¢in ayn giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

. Dﬁsﬁk Geri O'fta - Geri Yi:lksek Geri

Roifolin Sp‘l{];i if(l)lée Geri Kaz. Iéaz. if(l)lé% EZ;I Kaz. ?g(l)g% Geri Kaz. Kaz.

ppm) (*%) ppm) () ppm) (%)

31 140 105.00 1.05 1049 101.40 1.01 5032 99.94 1.00

39 138 103.00 1.03 1039 100.40 1.00 5036 100.02 1.00

37 136 101.00 1.01 1037 100.20 1.00 5022 99.74 1.00

- 37 137 102.00 1.02 1053 101.80 1.02 5043 100.16 1.00

5 34 138 103.00 1.03 1050 101.50 1.02 5028 99.86 1.00

S; 32 135 100.00 1.00 1032 99.70 1.00 5040 100.10 1.00

Ort. 35.00 137.33  102.33 1.02 1043.33  100.83 1.01 5033.50 99.97 1.00
Std 3.162 1.751 1.751 0.018 8.454 0.845 0.008  7.791 0.156 0.002
RSD 0.090 0.013 0.017 0.017 0.008 0.008 0.008  0.002 0.002 0.002
36 148 112.72 1.13 1036 100.07 1.00 5023 99.75 1.00

38 144 108.72 1.09 1045 100.97 1.01 5051 100.31 1.00

§ 37 138 102.72 1.03 1037 100.17 1.00 5046 100.21 1.00

E 35 136 100.72 1.01 1031 99.57 1.00 5050 100.29 1.00

2 32 136 100.72 1.01 1044 100.87 1.01 5058 100.45 1.00

Z‘é 42 141 105.72 1.06 1031 99.57 1.00 5053 100.35 1.00

38 148 112.72 1.13 1051 101.57 1.02 5018 99.65 1.00

34 131 95.72 0.96 1030 99.47 0.99 5053 100.35 1.00

§ 41 136 100.72 1.01 1043 100.77 1.01 5045 100.19 1.00

:%:; 34 136 100.72 1.01 1055 101.97 1.02 5024 99.77 1.00

2 33 141 105.72 1.06 1055 101.97 1.02 5037 100.03 1.00

E 32 140 104.72 1.05 1030 99.47 0.99 5048 100.25 1.00

37 141 105.72 1.06 1033 99.77 1.00 5055 100.39 1.00

36 133 97.72 0.98 1047 101.17 1.01 5042 100.13 1.00

@ 34 139 103.72 1.04 1038 100.27 1.00 5024 99.77 1.00

E 30 146 110.72 111 1043 100.77 1.01 5043 100.15 1.00

L__’ 32 143 107.72 1.08 1051 101.57 1.02 5059 100.47 1.00

E 34 137 101.72 1.02 1054 101.87 1.02 5055 100.39 1.00
F.G.Ort. 35.28 139.67  104.39 1.04 1041.89  100.66 1.01 5043.56  100.17 1.00
F.G.Std 3.177 4.839 4.839 0.048 8.983 0.898 0.009 13.057 0.261 0.003
F.G.RSD 0.090 0.035 0.046 0.046 0.009 0.009 0.009  0.003 0.003 0.003
Gen. Ort 35.21 139.08  103.88 1.04 1042.25  100.70 1.01 5041.04 100.12 1.00
Gen. Std 3.107 4.363 4.336 0.043 8.694 0.870 0.009 12.609  0.251 0.003
Gen.RSD  0.088 0.031 0.042 0.042 0.008 0.009 0.009  0.003 0.003 0.003

RSD (Pool)  0.047023437
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Ek 152. Roifolin igin yapilan gerceklik ve kesinlik ¢calisma hesaplamalari

Ortalama

% Geri

Analit (Gn'q fl'_;:al‘ %Geri oAl Kazamm  RSD paralel
g Kazanim - =ap St. Sap. yist
100 1.0388 4.3631 0.0434 0.0314 24
Roifolin 1000 1.0070 8.6941 0.0087 0.0083 24
5000 1.0012 12.6094 0.0025 0.0025 24
ort 1.0157 0.0182 0.0141 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0021439
Ek 153. Roifolin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi
T .. Standart Rolatif Standart
Belirsizlik Kaynaklari X Degeri Belirsizlik u(x)  Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0470 0.0470
Bias 1.015652778 0.002143854 0.002110814
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0471
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0941

(k=2, %95 Giiven araligi)
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Ek 154. Nikotiflorin i¢in ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Nikotiflorin Spike ?pl;i:k Geri Eg? g;,fg Geri ,?ZZ' ;’liﬂ'zzek Geri ﬁ:?
Yok (100 Kaz. (%) (1000 Kaz. (%) (5000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

231 337 100.00 1.00 1243 100.60 1.01 5250 100.26 1.00

240 340 103.00  1.03 1231 99.40 099 5223 99.72 1.00

240 349 11200 112 1244 10070 101 5252 10030  1.00

- 242 344 107.00 1.07 1237 100.00 1.00 5248 100.22 1.00

5 230 347 110.00 1.10 1250 101.30 1.01 5243 100.12 1.00

% 239 348 111.00 111 1245 10080  1.01 5218 99.62 1.00

ort. 237.00 34417 107.17  1.07 124167 10047  1.00  5239.00 10004  1.00
Std 5.138 4,792 4,792 0.048 6.683 0.668 0.007 14.724 0.294 0.003
RSD 0.022 0.014 0.045 0.045 0.005 0.007 0.007 0.003 0.003 0.003
234 336 99.11 0.99 1243 100.61 1.01 5259 100.44 1.00

233 345 10811  1.08 1246 10091  1.01 5204 99.34 0.99

§ 244 339 102.11 1.02 1242 100.51 1.01 5212 99.50 1.00

E 234 342 10511  1.05 1245 10081  1.01 5241 10008 1.00

? 244 335 98.11 0.98 1243 100.61 1.01 5245 100.16 1.00

E 243 346 109.11  1.09 1245 10081  1.01 5259 10044  1.00

239 339 102.11 1.02 1240 100.31 1.00 5211 99.48 0.99

230 347 11011 110 1242 10051 101 5211 99.48 0.99

§ 234 347 110.11 1.10 1233 99.61 1.00 5204 99.34 0.99

E 244 339 10211 1.02 1232 99.51 100 5255 10036 1.00

? 236 331 94.11 0.94 1232 99.51 1.00 5252 100.30 1.00

E 235 337 10011  1.00 1254 10171 1.02 5234 99.94 1.00

237 340 103.11 1.03 1247 101.01 1.01 5238 100.02 1.00

234 349 11211 112 1235 99.81 100 5254 10034  1.00

? 235 335 98.11 0.98 1238 100.11 1.00 5245 100.16 1.00

E 243 330 9311 093 1248 10111 101 5244 100.14  1.00

9 231 331 94.11 0.94 1253 101.61 1.02 5246 100.18 1.00

E 234 339 10211 1.02 1247 10101  1.01 5213 99.52 1.00
F.G.Ort. 236.89 339.28  102.39 1.02 1242.50 100.56 1.01 5234.83  99.96 1.00
F.G.Std 4714 5819 5819 0058  6.564 0.656 0007 19.906  0.398 0.004
F.G.RSD 0.020 0.017 0.057 0.057 0.005 0.007 0.007 0.004 0.004 0.004
Gen. Ort 236.92 34050 103.58 1.04 1242.29 100.54 1.01 5235.88  99.98 1.00
Gen. Std 4,708 5.890 5.872 0.059 6.457 0.646 0.006 18.532 0.371 0.004
Gen. RSD 0.020 0.017 0.057 0.057 0.005 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004

RSD (Pool) 0013543613

267



EKLER

Ek 155. Nikotiflorin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

Ortalama % Geri

Analit ?ﬁ];L;;al' % Geri 'gt”?; ﬁ]‘;” Kazamm  RSD ::ra'e'
Kazanim ’ St. Sap. yist
100 1.0358 5.8903 0.0587 0.0173 24
Nikotiflorin 1000 1.0054 6.4571 0.0065 0.0052 24
5000 0.9998 18.5316 0.0037 0.0035 24
ort 1.0137 0.0230 0.0087 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0027062

Ek 156. Nikotiflorin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢alismasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0135 0.0135
Bias 1.013666667 0.002706246 0.002669759
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0138
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 00276

(k=2, %95 Giiven arahigi)
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Ek 157. Fisetin i¢in aym giin ve farkli glinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Fisetin Spike ;)pl:igk Geri Kaz. ﬁg? Spﬁ(i Geri Kaz. Eeagl ;;:l;:ek Geri Ez;l
Yok (500 (%) (5000 (%) (10000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

0 498 99.60 1.00 4969 99.38 0.99 10058 100.58 1.01

0 504 100.80 1.01 4958 99.16 0.99 10099 100.99 1.01

0 499 99.80 1.00 5009 100.18 1.00 9965 99.65 1.00

- 0 495 99.00 0.99 4979 99.58 1.00 10056 100.56 1.01

5 0 500 100.00 1.00 4956 99.12 0.99 9976 99.76 1.00

% 0 502 100.40 1.00 4991 99.82 1.00 9941 99.41 0.99
Ort. 0 499.67  99.93 1.00 4977.00  99.54 1.00 10015.83  100.16 1.00
Std 0 3.141 0.628 0.006 20.445 0.409 0.004 63.370 0.634 0.006
RSD 0 0.006 0.006 0.006 0.004 0.004 0.004 0.006 0.006 0.006
0 508 101.60 1.02 4969 99.38 0.99 10017 100.17 1.00

0 490 98.00 0.98 5041 100.82 1.01 10011 100.11 1.00

§ 0 508 101.60 1.02 5025 100.50 1.01 9938 99.38 0.99

E 0 501 100.20 1.00 5012 100.24 1.00 10019 100.19 1.00

('2 0 500 100.00 1.00 5005 100.10 1.00 9944 99.44 0.99

E 0 495 99.00 0.99 5007 100.14 1.00 10046 100.46 1.00

0 492 98.40 0.98 4956 99.12 0.99 9942 99.42 0.99

0 507 101.40 1.01 5041 100.82 1.01 9973 99.73 1.00

§ 0 510 102.00 1.02 4955 99.10 0.99 9981 99.81 1.00

E 0 495 99.00 0.99 4966 99.32 0.99 9981 99.81 1.00

9 0 505 101.00 1.01 4972 99.44 0.99 9997 99.97 1.00

E 0 510 102.00 1.02 5010 100.20 1.00 10012 100.12 1.00

0 501 100.20 1.00 5046 100.92 1.01 9960 99.60 1.00

0 496 99.20 0.99 5048 100.96 1.01 9900 99.00 0.99

? 0 493 98.60 0.99 5013 100.26 1.00 9939 99.39 0.99

E 0 506 101.20 1.01 4984 99.68 1.00 10077 100.77 1.01

('2 0 496 99.20 0.99 4968 99.36 0.99 9932 99.32 0.99

E 0 510 102.00 1.02 4997 99.94 1.00 10009 100.09 1.00
F.G.Ort. 0 501.28  100.26 1.00 5000.83  100.02 1.00 9982.11 99.82 1.00
F.G.Std 0 6.884 1.377 0.014 31.653 0.633 0.006 45.394 0.454 0.005
FGRSD 0 0.014 0.014 0.014 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005 0.005
Gen.Ort 0 500.88  100.18 1.00 4994.88  99.90 1.00 9990.54 99.91 1.00
Gen. Std 0 6.138 1.228 0.012 30.701 0.614 0.006 51.171 0.512 0.005
Gen.RSD 0 0.012 0.012 0.012 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005 0.005

RSD (Pool) 0.007317879

269



EKLER

Ek 158. Fisetin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

Ortalama

% Geri

Analit (Gn'] '7|'_)Ca" %Geri a5 Kazamm  RSD poralel
g Kazanim -=ap St. Sapma y
500 1.0018 6.1384 0.0123 0.0123 24
Fisetin 5000 0.9990 30.7010 0.0061 0.0061 24
10000 0.9991 51.1715 0.0051 0.0051 24
ort 0.9999 0.0078 0.0078 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0009245
Ek 159. Fisetin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi
R - Standart Belirsizlik  Rélatif Standart
Belirsizlik Kaynaklar: x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0073 0.0073
Bias 0.999926389 0.000924504 0.000924572
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0074
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0148

(k=2, %95 Giiven aralig)
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Ek 160. Luteolin igin aymi giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

b St D o S e G S e an
Yok ppm) Kaz. (%) (500 Kaz. (%) (1000 Kaz. (%)
ppm) ppm)
1470 1579 106.50  1.07 1962 97.90 0.98 2472 99.95 1.00
1485 1576 103.50 1.04 1952 95.90 0.96 2451 97.85 0.98
1470 1590 117.50 1.18 1979 101.30 1.01 2461 98.85 0.99
- 1455 1566 93.50 0.94 1975 100.50 1.01 2479 100.65 1.01
5 1475 1565 92.50 0.93 1982 101.90 1.02 2462 98.95 0.99
<E? 1480 1577 104.50 1.05 1975 100.50 1.01 2489 101.65 1.02
Ort. 1472.50 1575.50 103.00 1.03 1970.83  99.67 1.00 2469.00  99.65 1.00
Std 10.368 9.225 9.225 0.092 11.479 2.296 0.023 13.755 1.375 0.014
RSD 0.007 0.006 0.090 0.090 0.006 0.023 0.023 0.006 0.014 0.014
1467 1576 101.39 1.01 1982 101.48 1.01 2454 97.94 0.98
1480 1568 93.39 0.93 1956 96.28 0.96 2440 96.54 0.97
§ 1486 1564 89.39 0.89 1971 99.28 0.99 2452 97.74 0.98
:;i:; 1466 1582 107.39 1.07 1967 98.48 0.98 2483 100.84 1.01
2 1483 1582 107.39  1.07 1987 102.48 1.02 2449 97.44 0.97
E 1468 1581 106.39  1.06 1962 97.48 0.97 2463 98.84 0.99
1489 1589 11439 114 1965 98.08 0.98 2461 98.64 0.99
1475 1561 86.39 0.86 1967 98.48 0.98 2454 97.94 0.98
§ 1483 1561 86.39 0.86 1974 99.88 1.00 2447 97.24 0.97
:%:; 1466 1568 93.39 0.93 1950 95.08 0.95 2442 96.74 0.97
2 1470 1574 99.39 0.99 1965 98.08 0.98 2488 101.34 1.01
E 1488 1560 85.39 0.85 1990 103.08 1.03 2479 100.44 1.00
1489 1584 109.39  1.09 1965 98.08 0.98 2453 97.84 0.98
1470 1569 94.39 0.94 1950 95.08 0.95 2458 98.34 0.98
? 1481 1578 103.39 1.03 1991 103.28 1.03 2468 99.34 0.99
E 1458 1584 109.39 1.09 1998 104.68 1.05 2500 102.54 1.03
L__’ 1468 1590 11539 115 1951 95.28 0.95 2484 100.94 1.01
:‘5 1456 1586 111.39 111 1963 97.68 0.98 2449 97.44 0.97
F.G.Ort. 1474.61 1575.39 100.78  1.01 1969.67  99.01 0.99 2462.44  98.78 0.99
F.G.Std 10.550 10.054 10.054 0.101 14.625 2.925 0.029 17.389 1.739 0.017
F.G.RSD 0.007 0.006 0.100 0.100 0.007 0.030 0.030 0.007 0.018 0.018
Gen. Ort 1474.08 1575.42 101.33 1.01 1969.96  99.18 0.99 2464.08  99.00 0.99
Gen. Std 10.321 9.655 9.704 0.097 13.675 2.748 0.027 16.524 1671 0.017
Gen.RSD  0.007 0.006 0.096 0.096 0.007 0.028 0.028 0.007 0.017 0.017

RSD (Pool) 0.006703158
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Ek 161. Luteolin i¢in yapilan gergeklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

Ortalama

% Geri

Analit E;mg;L)Cal % Geri gnasleI‘ZprSnZH Kazanim RSD E:ralel
Kazanim ) St. Sap. y1st
100 1.0133 9.6545 0.0970 0.0061 24
Luteolin 500 0.9918 13.6747 0.0275 0.0069 24
1000 0.9900 16.5238 0.0167 0.0067 24
ort 0.9984 0.0471 0.0066 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0055484

Ek 162. Luteolin igin yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklar x Degeri

Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0067 0.0067
Bias 0.998361111 0.005548415 0.005557523
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0087
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0174

(k=2, %95 Giiven araligi)
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Ek 163. Mirisetin icin ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gergeklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Mirisetin Spike ?pl:i:k Geri ﬁgg' Sp:tkae Geri ﬁg? E:Jl;llzzek Geri ﬁ:;'
Yok (500 Kaz. (%) (5000 Kaz. (%) (10000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)

0 498 99.60 1.00 4998 99.96 1.00 9994 99.94 1.00

0 508 101.60 1.02 4988 99.76 1.00 9933 99.33 0.99

0 495 99.00 0.99 5029 100.58  1.01 10061 100.61 1.01

- 0 503 100.60  1.01 4971 99.42 0.99 10039 100.39 1.00

3 0 500 100.00  1.00 4958 99.16 0.99 10071 100.71 1.01

(% 0 499 99.80 1.00 4981 99.62 1.00 9959 99.59 1.00

Ort. 0 500.50 100.10  1.00 4987.50 99.75 1.00 10009.50 100.10 1.00
Std 0 4.506 0.901 0.009 24566  0.491 0.005 56.476 0.565 0.006
RSD 0 0.009 0.009 0.009 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006
0 503 100.60 1.01 5031 100.62  1.01 10071 100.71 1.01

0 502 100.40  1.00 4967 99.34 0.99 10065 100.65 1.01

§ 0 496 99.20 0.99 4996 99.92 1.00 9984 99.84 1.00

E 0 493 98.60 0.99 4996 99.92 1.00 10001 100.01 1.00

© 0 497 99.40 0.99 5010 100.20  1.00 10060 100.60 1.01

E 0 509 101.80  1.02 5019 100.38  1.00 10081 100.81 1.01

0 505 101.00 1.01 5028 100.56  1.01 10005 100.05 1.00

0 500 100.00  1.00 5019 100.38  1.00 9916 99.16 0.99

§ 0 499 99.80 1.00 5019 100.38  1.00 10010 100.10 1.00

E 0 500 100.00 1.00 5033 100.66 1.01 10052 100.52 1.01

© 0 508 101.60  1.02 5041 100.82  1.01 9969 99.69 1.00

E 0 499 99.80 1.00 4964 99.28 0.99 9965 99.65 1.00

0 501 100.20  1.00 4997 99.94 1.00 9932 99.32 0.99

0 494 98.80 0.99 4970 99.40 0.99 9946 99.46 0.99

? 0 507 10140 101 5050 101.00 1.01 9951 99.51 1.00

E 0 502 100.40 1.00 5022 100.44 1.00 9957 99.57 1.00

© 0 491 98.20 0.98 4963 99.26 0.99 10028 100.28 1.00

E 0 496 99.20 0.99 4956 99.12 0.99 10034 100.34 1.00
F.G.Ort. 0 500.11 100.02  1.00 5004.50 100.09  1.00 10001.50 100.02 1.00
F.G.Std 0 5121 1.024 0.010 29.653 0.593 0.006 51.703 0.517 0.005
F.G.RSD 0 0.010 0.010 0.010 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005 0.005
Gen. Ort 0 500.21 100.04  1.00 5000.25 100.01  1.00 10003.50 100.04 1.00
Gen. Std 0 4.881 0.976 0.010 28943  0.579 0.006 51.786 0.518 0.005
Gen. RSD 0 0.010 0.010 0.010 0.006 0.006 0.006 0.005 0.005 0.005

RSD (Pool)  0.006235382
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Ek 164. Mirisetin i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢alisma hesaplamalari

Ortalama % Geri

Analit ?mg:jL)Cal % Geri étnaslézprsnoan' Kazanim RSD g:ralel
Kazanmim ) St. Sap. yist
500 1.0004 4.8810 0.0098 0.0098 24
Mirisetin 5000 1.0001 28.9426 0.0058 0.0058 24
10000 1.0004 51.7855 0.0052 0.0052 24
ort 1.0003 0.0069 0.0069 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0008143

Ek 165. Mirisetin i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Belirsizlik Kaynaklar1 x Degeri Standart Belirsizlik Rolatif Standart

u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0062 0.0062
Gergeklik 1.000272222 0.000814316 0.000814094
Birlestirilmis rolatif
Standart Belirsizlik 0.0063
U(Pop)/Pop
Genisletilmis belirsizlik 0.0126

(k=2, %95 Giiven arahgr)
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Ek 166. Kamferol i¢cin ayni giin ve farkli giinlerde yapilan gerceklik (geri kazanim) ve kesinlik
(tekrarlanabilirlik ve tekrar firetilebilirlik) calismalart (RSD: bagil standart sapma, Ort. :ortalama,
Std.:standart sapma)

Diisiik Orta Yiiksek

Kamferol Spike spike Geri Eg‘; spike  Geri ﬁ:;l spike Geri EZ;'
yok (1000 Kaz. (%) (5000 Kaz. (%) (10000 Kaz. (%)
ppm) ppm) ppm)
0 998 99.80  1.00 4954 99.08 0.99 9946 99.46  0.99
0 1012 10120 101 5079 10158  1.02 9978 99.78  1.00
0 971 97.10  0.97 4917 98.34 0.98 10104 101.04 1.01
= 0 1000 100.00  1.00 5085 101.70  1.02 9899 98.99 099
(-2 0 1003 10030 1.00 5027 10054  1.01 10143 10143  1.01
% 0 1020 102.00  1.02 4913 98.26 0.98 9887 98.87 099
Ort. 1000.67  100.07  1.00 499583  99.92 1.00 9992.83  99.93  1.00
Std 16.705 1671 0017 78313 1566 0.016 107076  1.071  0.011
RSD 0.017 0.017 0017  0.016 0.016 0.016  0.011 0.011  0.011
0 999 99.90  1.00 4914 98.28 0.98 9941 99.41 099
c 0 989 98.90  0.99 5022 100.44  1.00 9994 99.94  1.00
5 0 998 99.80  1.00 5021 100.42  1.00 9950 99.50  1.00
5 0 1022 10220 1.02 4922 98.44 0.98 10170 101.70  1.02
2 0 971 97.10 097 4979 99.58 1.00 10023 100.23  1.00
o
g 0 1013 10130  1.01 4990 99.80 1.00 10049 100.49  1.00
0 981 98.10  0.98 4988 99.76 1.00 10106 101.06  1.01
S 0 1007 100.70  1.01 5042 100.84  1.01 10078 100.78  1.01
3 0 983 9830  0.98 5030 100.60  1.01 10100 101.00 1.01
5 0 980 98.00  0.98 5074 10148  1.01 9941 99.41 099
= 0 985 9850  0.99 5000 100.00  1.00 9972 99.72  1.00
S
2 0 967 9670 097 4947 98.94 0.99 10074 100.74  1.01
0 1017 101.70  1.02 4941 98.82 0.99 9945 99.45  0.99
D 0 1004 100.40  1.00 4978 99.56 1.00 9888 98.88  0.99
b 0 991 99.10  0.99 5020 10040  1.00 10041 100.41  1.00
5 0 995 99.50  1.00 5016 100.32  1.00 10062 100.62 1.01
= 0 997 99.70  1.00 4940 98.80 0.99 10012 100.12  1.00
Lo
2 0 1005 10050  1.01 5069 10138 1.01 10022 100.22  1.00
F.G.Ort. 0 994.67 99.47  0.99 4994.06  99.88 1.00 10020.44  100.20  1.00
F.G.Std 0 15.274 1.527 0015 47518  0.950 0.010  72.399 0.724  0.007
F.G.RSD 0 0.015 0.015 0015  0.010 0.010 0.010  0.007 0.007  0.007
Gen. Ort 0 996.17 99.62 1.00 499450  99.89 1.00 10013.54  100.14  1.00
Gen. Std 0 15.497 1550  0.015 54798  1.096 0.011  80.721 0.807  0.008
Gen.RSD 0 0.016 0.016 0016  0.011 0.011 0.011  0.008 0.008  0.008

RSD (Pool)  0.010336281
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Ek 167. Kamferol i¢in yapilan gerceklik ve kesinlik ¢aligma hesaplamalari

Ortalama . % Geri
Analit ?H];Lfal' % Geri 'g‘t”?; ﬁ]‘;” Kazamm  RSD ::ra'e'
Kazanim ' St. Sap. yist
1000 0.9962 15.4966 0.0155 0.0156 24
Kamferol 5000 0.9989 54.7977 0.0110 0.0110 24
10000 1.0014 80.7207 0.0081 0.0081 24
ort 0.9988 0.0115 0.0115 n=72
karakok n: 8.4852814
Standard belirsizlik: 0.0013564

Ek 168. Kamferol i¢in yapilan k=2 ve % 95 giiven araliginda yapilan belirsizlik ¢aligmasi

Standart Belirsizlik  Rolatif Standart

Belirsizlik Kaynaklari x Degeri u(x) Belirsizlik u(x)/x
Kesinlik 1 0.0103 0.0103

Bias 0.998806944 0.001356396 0.001358016
Birlestirilmis rolatif

Standart Belirsizlik 0.0104
U(Pop)/Pop

Genisletilmis belirsizlik 0.0209

(k=2, %95 Giiven arahgi)
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Ek 169. A. monocephala, A. nobilis, A. goniocephala ve A. sintenisii toprak alti kloroform-metanol
ekstrelerinin LC-MS IT-TOF kromatogramlari
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Ek 170. A. monocephala, A. nobilis, A. goniocephala ve A. sintenisii toprak {istii kloroform-metanol
ekstrelerinin LC-MS IT-TOF kromatogramlari
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Ek 171. A. coarctata, A. kotschyi, A. millefolium, ve A. lycaonica toprak alti kloroform-metanol
ekstrelerinin LC-MS IT-TOF kromatogramlari
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Ek 172. A. coarctata, A. kotschyi, A. millefolium, ve A. lycaonica toprak istii kloroform-metanol
ekstrelerinin LC-MS IT-TOF kromatogramlari
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Ek 173. A. wilhelmsii, A. spinulifolia, A. teretifolia, ve A. biebersteinii toprak alti kloroform-metanol
ekstrelerinin LC-MS IT-TOF kromatogramlari
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Ek 174. A. wilhelmsii, A. spinulifolia, A. teretifolia, ve A. biebersteinii toprak iistii kloroform-metanol
ekstrelerinin LC-MS IT-TOF kromatogramlari
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Ek 175. A. setacea, ve A. schischkinii toprak alti kloroform-metanol ekstrelerinin LC-MS IT-TOF
kromatogramlari
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Ek 176. A. setacea, ve A. schischkinii toprak fistii kloroform-metanol ekstrelerinin LC-MS IT-TOF
kromatogramlari
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