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OZET

Cay Olarak Kullanilan Baz1 Bitkilerde Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi -
DAD Yontemi ile Flavonoid Miktar Tayini Calismalar:

Elaf AFTAN
Farmakognozi Anabilim Dah
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2023

Damisman: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK

Bu ¢alismanin amaci, geleneksel tedavide yaygin olarak kullanilan baz1 bitkisel
materyallerden hazirlanan inflizyonlarin flavonoid igeriklerinin degerlendirilmesinde
etkili bir ters faz-YBSK-DAD yontemi gelistirmektir. Bu amagla segilmis mirisetin,
kersetin, rutin, luteolin ve apigenin gibi flavonoidlerin ters faz C18 kolon (4.6 mm, 100
mm, 3 pm), 1,0 mL/dk akis iz ve 360 nm’de DAD dedektor ile  gradient eliisyon
sisteminde ayirimu  gergeklestirilmistir. ' Yontemin kesinligi, dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi validasyon caligmalari ile gosterilmistir.

Bunun yaninda infiizyonlarin igerdigi fenolik asit miktarlari ise farkli bir ters faz-
YBSK-DAD ve gardient eliisyon yontemi ile tayin edilirken, toplam fenolik madde

miktarlar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Ayrica,

infiizyonlarin antioksidan aktiviteleri DPPH"™ ve ABTS™" radikalleri iizerinden tayin

edilmistir. ABTS"" radikal renksizlestirme testine gore en yiiksek antioksidan aktivite en

fazla klorojenik asit igeren Hypericum perforatum ve H. thymopsis ile, en fazla o-kumarik

asit iceren Achillea milleifolium infiizyonlarinda gézlenirken, en diisiik aktivite Lycium
depressum meyva infiizyonlarinda gériilmiistir. DPPH" radikal siipiiriicii aktivite

tayininde ise en yiiksek aktivite Hypericum perforatum (% inh.44.99), H. thymopsis (%
inh.31.89) ve Malabaila secacul meyva ve herba (MSM ve MSH, % inh 35.32-38.81,

sirastyla) inflizyonlarinda tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Bitkisel caylar, Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi -DAD

flavonoid, fenolik asit, antioksidan aktivite, validasyon.



ABSTRACT

HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY-DAD METHOD FOR
DETERMINATION OF FLAVONOIDS IN SOME PLANTS USED AS TEA
Elaf AFTAN
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2023
Supervisor: Prof. Dr. Nilgiin OZTURK
The aim of this study is to develop an effective reverse phase-solid phase extraction (RP-
SPE)-diode array detection (DAD) method for the evaluation of flavonoid contents in
infusions prepared from some herbal materials commonly used in traditional treatments.
For this purpose, selected flavonoids such as myricetin, quercetin, rutin, luteolin, and
apigenin were separated using a reverse phase C18 column (4.6 mm, 100 mm, 3 um), a
flow rate of 1.0 mL/min, and a DAD detector at 360 nm in a gradient elution system. The
accuracy, precision, and repeatability of the method were demonstrated through

validation studies.

Furthermore, the amounts of phenolic acids present in the infusions were determined
using a different reverse phase-SPE-DAD and gradient elution method, while the total
phenolic content was determined spectrophotometrically using the Folin-Ciocalteu
method. Additionally, the antioxidant activities of the infusions were determined through
DPPHe and ABTSe«+ radical assays. According to the ABTS«+ radical decolorization test,
the highest antioxidant activity was observed in Hypericum perforatum and H. thymopsis
infusions, which contained the highest amounts of chlorogenic acid, while Achillea
millefolium infusions containing the highest amount of o-coumaric acid exhibited the
highest activity. The lowest activity was observed in Lycium depressum fruit infusions.
In the DPPHe radical superscript activity assay, the highest activity was detected in
Hypericum perforatum (44.99 % inh.), H. thymopsis (31.89 % inh.), and Malabaila
secacul fruit and herb (MSM and MSH, 35.32-38.81% inh, respectively) infusions.

Keywords: Herbal teas, High Performance Liquid Chromatography —DAD, Flavonoid,

Antioxidant activity, Validation.
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19/06/2023
ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigimi ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Elaf AFTAN
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1. GIRIS VE AMAC

Bitki caylar1 veya bitki inflizyonlar1 yiizyillardir geleneksel tibbin bir¢ok formunda
terapotik araclar olarak kullanilan bitki tiirlerinin yaprak, ¢igek, tohum, meyve, gévde ve
koklerinden demlenerek hazirlanan popiiler bir kiiresel i¢ecektir (Poswal vd., 2019 ).
Aragtirmalar, kiiresel yasam beklentisi arttik¢a, yasamin herhangi bir donemindeki diyet
ve yasam tarz1 degisikliklerinin vaskiiler, metabolik ve biligsel saglig1 iyilestirebilecegini

ve dolayisiyla bulasici olmayan hastaliklarin yiikiinii azaltabilecegini gosteriyor.

Diinya Saglik Orgiitii, 2014-2023 stratejisinde, ilaca etkili ve uygun fiyatl alternatiflere
erisim saglayarak toplumlar1 saglikli tutmak ve insanlarin kiiltiirel uygulamalartyla tutarlt
saglik secenekleri sunmak amaciyla bitkisel ilaglar da dahil olmak {izere geleneksel
ilaclarin kullanimindan yararlanmaya ¢aligmaktadir (Poswal vd. 2019). Bu stratejiler
kiiresel ve ulusal saglik politikalarina daha entegre hale geldikge, kanita dayal
yaklagimlar olusturarak etkinlik, giivenlik ve kalite glivencesi gibi 6nemli konulari
inceleme ihtiyaci da artmistir. Camelia sinensis disinda farkl: tibbi bitkilerden hazirlanan
bitkisel c¢aylar fitoterapide genellikle giinliik rahatsizliklar olarak nitelendirilen
hastaliklarin tedavisinde; ates veya oksiiriikle seyreden grip ve sogukalginligi, bagisiklik
sistemi problemleri, hazimsizlik, anoreksiya, mide bulantisi, gastrit, diyare, konstipasyon
gibi sindirim sistemi hastaliklar1, uykusuzluk, huzursuzluk, duygu durum bozukluklari,
stres ve kaygi gibi sinir sistemi problemleri, sistit gibi iiriner sistem bozukluklari,
menopoz ve mensturasyon sirasinda yasanan bazi sikintilar, en ¢ok da zayiflama amaciyla

dahilen, egzama, lirtiker gibi bazi cilt hastaliklarinda ise haricen kullanilmaktadir (EImas

vd., 2019)

Gelecekteki arastirmalarda goz ard1 edilmemesi gereken bir alan, tibbi bitkilerin yiiksek
bir standartta tedarik edilmesini ve liretilmesini saglamak i¢in kalite glivence siireglerinin
gelistirilmesidir. Giinlimiizde diinya genelinde bitki ¢ayi tiiketiminin artmasiyla birlikte,
etkinlik, glivenlik ve kalite giivencesi gibi bir dizi halk saglig1 sorunu endise yaratmakla
birlikte, bugiine kadar bitki caylarina odaklanan ¢alisma oldukca azdir. Bu baglamda,
bitki ¢cayinin kimyasal bilesimini arastirmak ve kaliteyi saglamak igin énemli bir adim

olan fitokimyasal analiz oldukc¢a 6nemlidir.

Tibbi bitkilerin  biyolojik aktivitelerinden icerdikleri polifenoller, terpenler, alkaloiler,

fenolik asitler, stilbenler, steroller, miisilaj, ligninler, kumarinler ve ugucu yaglar gibi



birgok 6nemli bilesik grubu sorumludur. Antioksidan 6zelliklere sahip flavonoidler ve
fenolik asitler gibi polifenoller ve kronik hastalik riskini azaltmaya yardimci olurlar
(Williamson vd., 2017). Ayrica terpenler antioksidan, antiinflamatuar ve antimikrobiyal
(Saroglou vd., 2006), alkaloidler ise antipiretik, analjezik, antiinflamatuar ve
antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir (Gibbons, 2004).

Bitki caylarinin tliketimine atfedilen saglik yararlari, flavonoidler gibi biyoaktif
bilesenlerin yiiksek igerigi ile iliskilendirilmektedir. Flavonoidler, heterosiklik C-
halkadaki ayrimlarina gore flavonoidler, flavonoller, flavanoller, izoflavonlar ve
antosiyanidinlerin alt1 alt sinifinda siniflandirilabilen ikincil bitki metabolitleridir
(Hollman, 2004). Flavonoidlerin analizinde ince tabaka kromatografisi (TLC) kolon
kromatografisi ve orta basingli ince tabaka kromatografisi (OPLC), kapiler elektroforez
(CE) gibi ¢ok farkli teknikler kullanilsa da, en basarili yontem yiikek basingli sivi
kromatografisi tekniginin ¢esitli varyasyonlari (YBSK-DAD, YBSK-MS gibi) olarak
bilinir (Zhao, vd., 2013). Bu bilesiklerin antioksidan, antiviral ve antiinflamatuar
aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir , Ayrica biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve a-tokoferolden daha giiclii antioksidan aktivite
gostermislerdir . Ancak, bitki ¢aylar1 hakkinda fitokimyasal calismalar ve terapotik
kullanim1 ile ilgili arastirmalar hala sinirlidir ve bitki caylar1 ¢ok az aktif madde
icerdikleri i¢in herhangi bir hastaligi tedavi etmek i¢in yeterli olabilecekleri konusunda
kugkular vardir. Bununla birlikte, bitki ¢aylar1 diizenli bir diyetin bir pargasi olarak

tiiketildiginde, saglik ac¢isindan yararli olabilirler (Re vd.,1999).

Bu ¢alismanin amaci, dncelikle geleneksel tedavide yaygin olarak kullanilan bazi bitkisel
materyallerden hazirlanan inflizyonlarin flavonoid igeriklerinin degerlendirilmesinde
etkili bir ters faz-YBSK-DAD yontemi gelistirmek, ardindan hazirlanan inflizyonlarin
polifenolik igerigi ile fenolik asitlerini belirlemek ve antioksidan aktivilerini tayin

etmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bitkisel Caylar

Ulkemizin 1994°den beri iiye oldugu Avrupa Farmakopesi (E.P. Pharmacopeia,
2017) bitkisel Caylar (Plantae ad ptisanam) monografinda bulunan tarif; agizdan kullanim
niyeti ile inflizyon, dekoksiyon veya maserasyonla hazirlanarak kullanilan bir veya birden
fazla drogdan ibaret karisimlardir.

Bitkisel gaylar, inflizyon, maserasyon veya dekoksiyon yoluyla hazirlanan oral
sulu miistahzarlar i¢in amaglanan bir veya daha fazla bitkisel maddeden olusur (European
Medicines, 2021)

Bitkisel caylar genellikle dokme formda veya kiiglik posetler halinde saglanir.
Genellikle yapraklar, cigekler ve hassas kisimlar i¢in inflizyon uygunken, kokler,
rizomlar ve kabuklar i¢in dekoksiyon veya maserasyon uygundur.

Ote yandan, hizl ve kolay hazirlanabilen bitkisel caylar uzun zamandan beri tibbi
sistemlerde terapotik arag¢ olarak kullanilmaktadir. In vitro arastirmalarla iligkili diisiik
maliyetler nedeniyle, fitobilesenler ve bunlarin farmakolojisi hakkinda ¢ok sayida
preklinik bilgi vardir. Diinya Saglik Orgiitii, 2014-2023 stratejisinde, ilaca etkili ve uygun
fiyatl: alternatiflere erisim saglayarak toplumlar1 saglikli tutmak ve insanlarmn kiiltiirel
uygulamalariyla tutarl saglik secenekleri sunmak amaciyla bitkisel ilaglar da dahil olmak
tizere geleneksel ilaglarin kullanimindan yararlanmayi amaglamaktadir. (World Health
Organization, 2012).

Bu stratejiler kiiresel ve ulusal saglik politikalarina daha entegre hale geldikge,
kanita dayali yaklasimlar olusturarak etkinlik, giivenlik ve kalite giivencesi gibi 6nemli

konulart inceleme ihtiyaci da artmistir (Zhang vd., 2011).

Son yillarda, bulasict olmayan hastaliklardan kaynaklanan kiiresel 6liim orani, en
yaygin iskemik kalp hastaligi olmak iizere bulasici hastaliklar1 geride biraktimitir ve
bunama ve diyabet artik ilk 10 neden arasinda yer almaktadir (World Health
Organization, 2012). Arastirmalar, kiiresel yasam beklentisi arttik¢a, yasamin herhangi
bir déneminde diyet ve yasam tarzi degisikliklerinin vaskiiler, metabolik ve biligsel
sagligi iyilestirebilecegini ve dolayisiyla bulasict olmayan hastalik  yiikiini

azaltabilecegini gostermektedir (Calder vd., 2008).



2.2. Bitkisel ¢caylarin icerigi

Bitkisel caylar digerleri arasinda karotenoidler, fenolik asitler, flavonoidler,
kumarinler, alkaloitler, poliasetilenler, saponinler ve terpenoidler gibi dogal biyoaktif
bilesikler acisindan zengin kaynaklardir. Bilimsel kanitlar, bu biyoaktif bilesiklerin,
digerlerinin yan1 sira antioksidan, antibakteriyel, antiviral, antienflamatuar, antialerjik,
antitrombotik ve damar genisletici etkinin yani sira antimutajenite, antikanserojenite ve

yaglanma karsit1 etkiler gibi sayisiz biyolojik etki sagladigini gostermektedir.
2.2.1. Polifenoller

Fenolik bilesikler, bitkinin tim organlarinda bulunan, farkli derecelerde
hidroksilasyona sahip aromatik bir halkadan olusan sekonder metabolitlerdir. Pentoz
fosfat, shikimate ve fenilpropanoid metabolizma yollaklarini izleyerek piruvat, asetat,
fenilalanin ve tirozin gibi aromatik amino asitler, asetil CoA ve malonil CoA gibi
biyosentetik prekiirsorlerden meydana gelirler.  Bitkisel caylarda goriilen fenolik
bilesikler arasinda fenolik asitler, kumarinler, flavonoidler, tanenler, lignanlar ve ligninler
bulunur. Bitkilere renk, tat ve koku veren polifenolik bilesikler, sayisiz biyolojik

aktivitenin de sorumlusudur (Chandrasekara ve Shahidi, 2018).

2.2.2. Flavonoidler

Bitkilerde en yaygin bulunan polifenol sinifi, flavonoidler, bir fenilpropanoid
bilesiginin ti¢ molekiil malonil koenzim A ile kondensasyonu ile olusurlar. Bu reaksiyon,
kalkon olusumuna yol acan kalkon sentaz enzimi tarafindan katalize edilir. Kalkonlar

daha sonra flavonoidler olusturmak i¢in asidik kosullar altinda siklize edilir.

Bitkileri ultraviyole radyasyondan veya patojenlerin saldirisindan korumakla
gorevli flavonoidler, c¢iceklerin renginden ve biyolojik aktivitelerindende de
sorumludurlar.  Sekil 2.1°de gorildigi gibi  flavonoidlerin - pekg¢ok alt sinifi
bulunmaktadir: flavonlar, flavonoller, flavononlar, izoflavonlar, antosiyanidinler ve
flavanollerdir. Flavonlar ve flavonoller gidalarda aglikonlar olarak bulunurlar ve 2-3
pozisyonlarinda bir ¢ift bag ile benzer C halkas1 yapilarina sahiptirler. Flavonoller
(kuersetin, kaempferol ve mirisetin), flavonlar (luteolin, apigenin ve krisin), flavanoller

(katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat ve epigallokatesin gallat),



flavanonlar (naringenin, hesperitin ve eriodictyol), antsiyanidinler (siyanidin, malvidin,
peonidin, petunidin, pelargonidin ve definidin) ve izoflavonlar (genistein, daidzein ve
glisitin)  bitkilerin gesitli kisimlarinda yaygin olarak bulunan flavonoidlerdir
(Chandrasekara ve Shahidi, 2018).

Flavonoidler, antienflamatuar, antioksidatif, antikarsinojenik, kalp sagligini

destekleme, kanser riskini azaltma gibi bir dizi saghik yarar1 saglama potansiyeline

sahiptir (Panche vd., 2016).
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Sekil 2.1. Flavonoid yapisi ve simiflandirmasi



Apigenin

Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) maydanoz, kereviz gibi bitkilerde en yaygin

flavonoidlerden biridir ve papatya ¢ay1 en yaygin kaynaklardir.

Apigenin kimyasal formiilii C15sH1005 ve bagil molekiiler molekiiler agirligi 270.0528
g/mol’diir Apigenin, anti-oksidasyon, anti-kanser, anti-inflamasyon, antiviral aktiviteler
ve kan basmcimt diisiirme dahil olmak iizere bir¢ok biyoaktivite sergiler (Harborne

vd.,1975).

Sekil 2.2. Apigenin kimyasal yapist

Rutin

Rutin (3',4',5,7-Tetrahidroksi-3-[a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-
glukopiranosiloksi]) flavon bir flavonoid ve kuersetin ile disakkarit rutinozun bir
glikozididir, glikoz ve ramnozdan olusur. Rutin, thlamur agaci ¢igekleri, karabugday,
miirver ¢icekleri, sedef otu, St. John's Wort, Ginkgo, elma ve digerlerinde bulunur. Rutin
antioksidan ve antiinflamatuar etkilere sahip olabilir. Rutin, ¢esitli nutrasétiklerin ana
bilesenidir ve 6zellikle kan damarlarin1 ve bagirsagi hedefler. Rutin kimyasal formiil

C27H30016 Ve molekiil agirhigi 610.517 g/mol’diir (Gokhale vd., 2004).

Sekil 2.3. Rutin kimyasal yapist
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Luteolin

Luteolin (3'4'5,7-tetrahidroksiflavon) bir¢ok meyve, sebze ve sifali bitkide
bulunan flavonoiddir. En iyi luteolin kaynaklari, diyet takviyeleri yerine dogal bitki
besinlerini igerir. Bir kagik zeytinyag1 veya bir par¢a kekik, zengin luteolin kaynaklar
sunar. Besin kaynaklarina ek olarak, yapraklar, kabuklar ve kanarya otu poleni bol
miktarda luteolin igerir. Luteolin'in kimyasal formiilii Ci1sH100s Ve molekiil agirligi
286.24 g/mol’diir (Mann, 1992).

Sekil 2.4. Luteolin kimyasal yapist

Kersetin

Kersetin (3,3'4',5,7-pentahidroksifavon) birgok sebze, meyve ve kuruyemiste
bulunan bir flavonoiddir. Kersetin Hiperkolesterolemi, kardiyovaskiiler hastalik,
romatizmal hastaliklar dahil olmak iizere birgok hastalig1 tedavi etmek veya dnlemek i¢in
kullamlmistir. Kersetinin antioksidan, yaslanma Kkarsiti, antitimoral, antiinflamatuar,
antimikrobiyal ve antiviral 6zellikler gosterdigi bildirilmistir. Kersetin kimyasal formiili

C15H1007 ve molekiiler agirligi 302.236 g/mol ’diir (Boots vd.,2008).
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Sekil 2.5. kersetin kimyasal yapisi

Mirisetin

Mirisetin (3, 5, 7, 3, 4', 5'-hekzahidroksiflavonol, MiR) orijinal olarak Myrica
rubra agacimin kabugundan izole edilmistir. Mirisetin metanol, etanol ve diger polar
solventlerde kolayca ¢oziiniir. Kimyasal formiilii C15sH100g ve molekiil agirlig: 318.24

g/mol’diir. Myricaceae, Vitaceae, Primulaceae, Rosaceae, Leguminosae, Ericaceae,

Fagaceae gibi bircok familyaya ait bitkilerde bulunmaktadir.

Cilek gibi meyvelerde, sebzelerde ve bal gibi giinliik yiyeceklerde bulunan mirisetin

antioksidan ve antitiimér 6zelliklerine sahiptir (Wang vd.,2021).

OH

OH
H (
© 0 OH

OH
OH O

Sekil 2.6. Mirisetin kimyasal yapust



2.2.3. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, dogada yaygin olarak bulunan ve birgok bitki bazl1 gidada bulunan
bir organik asit tiiriidiir. Bir karboksilik asit grubuna bagli bir fenol fonksiyonel grubu ile
karakterize edilirler ve bu onlara benzersiz 6zelliklerini verir. Fenolik asitler, potansiyel
saglhk yararlarinin yami sira antioksidan ve antienflamatuar ozellikleri acgisindan
incelenmistir. Kalp ve damar hastaliklari, diyabet ve belirli kanser tiirleri gibi kronik
hastaliklara karst koruyucu bir etkiye sahip olduklar1 bulunmustur. Fenolik asitler ayrica
birgok geleneksel ilacin 6nemli bilesenleri arasinda olup tibbi &zellikleri nedeniyle
ylizyillardir kullanilmaktadir. Genel olarak, énemli biyolojik aktiviteye ve potansiyel
saglik yararlarina sahip fenolik asitler benzoik asit ve sinamik asit tiirevleri olarak
siniflandirilmaktadir (Tablo 2.1, 2.2).

Tablo 2.1. Benzoik asit tiirevleri

R1
R2 QOO0OH
R3
R1 R2 R3

Gallik asit OH OH OH
Proto-katesik asit OH OH H
p-hidroksi benzoik H OH H
asit
Vanillik asit CH:O OH H



Tablo 2.2.Sinnamik asit tiirevleri

R1
R2 CH=CH —COQOH
R3
R1 R2 R3

Kafeik asit H OH OH
Klorojenik asit OH OH H
Sinapik asit CHs;0 OH CHs;0
Ferulik asit CHs0 OH H
p-kumarik asit H OH H

2.2.4. Lignanlar

Lignanlar, yan zincirlerinin merkezi karbonlart ile birbirine bagh iki
fenilpropanoid biriminden olusan bilesiklerdir. Bitkilerde bulunan yaygin bitki lignanlari
arasinda sekoizolarisirezinol, matairezinol, larisirezinol ve pinorezinol bulunur, insan
bagirsagindaki bagirsak mikroflorasi tarafindan sirastyla nammalian lignanlar, enterodiol
ve enterolakton'a kolayca doniistiiriliirler ve giiglii antioksidan ve dstrojenik aktiviteler

sergiledikleri bilinmektedir (Chandrasekara ve Shahidi, 2018).
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2.2.5. Ligninler

Ligninler, ii¢ monolignoliin, yani p-kumaril, sinapil ve koniferil alkollerin bir
karistminin - polimerizasyonu ile olusurlar. Ayrica koniferaldehit, sinapaldehit,
dihidrokoniferil alkol, 5-hidroksikoniferil alkol, tiramin ferulat ve p-hidroksi-3-
metoksibenzaldehit de ligninlere dahildir (Chandrasekara ve Shahidi, 2018).

2.2.6. Tanenler

Tanenler, proteinleri baglama ve ¢okeltme yetenegine sahip yap1 olarak ¢ok cesitli
bir grup bilesikten olusur. Tanenler, yogunlastirilmis tanenler, hidrolize edilebilir tanenler

ve kompleks tanenler olmak iizere ii¢ gruba ayrilir (Chandrasekara ve Shahidi, 2018).
2.2.7. Terpenoidler

Terpenoidler bitkilerin ugucu yaglarinda bulunurlar. Terpenoidlerin ¢esitli tiirleri
vardir ve bitkilerde farkli fonksiyonlara sahiptirler. Papatya ¢ay1 ve melisa ¢ay1 gibi bitki
caylarinda bulunan terpenoidlerin yatistirici etkilere sahip olabilecegi gosterilmistir. Bu
bitki caylar1 genellikle stresin azaltilmasi, uyku kalitesinin iyilestirilmesi ve gevseme
saglanmast gibi amaclarla tiiketilir. Terpenoidlerin, sinir sistemi iizerindeki etkileri
nedeniyle bu tiir etkilere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, terpenoidlerin
etkileri bireysel olarak degisebilir ve herkes iizerinde ayni etkileri gostermeyebilir (Cases

vd.,2011).
2.2.8. Kumarinler

Kumarinler, cis-O-hidroksisinnamik asit tiirevlerinin laktonlaridir ve serbest
formda veya glikozitler olarak bulunurlar. Bitkilerde basit kumarinler, furanokumarinler

(psoralenler) ve piranokumarinler bulunur (Chandrasekara ve Shahidi, 2018).
2.2.9. Poliasetilenler

Poliasetilenler, karbon-karbon {iglii bagi veya alkinil fonksiyonel grubundan
olusan bir grup biyoaktif bilesiktir. Falkarinol ve falkarindiol gibi falkarinol tipi alifatik
Cl7-poliasetilenler, Apiaceaec ve Araliaceae familyalarinda yaygin olarak bulunur.
Falkarinol tipi poliasetilenler, daha sonra [-oksidasyon iizerine C17-asetilenlere
doniistiiriilen C18-asetilen krepeninik asit ve dehidrokrepeninik asidin olusumuna yol

acan dehidrojenasyon yoluyla oleik asitten olusurlar (Chandrasekara ve Shahidi, 2018).
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2.3. Flavonoidlerin Yiiksek basin¢ch s1ivi kromatografisi (YBSK) ile tayini

Flavonoidlerin YBSK ile tayini ilk olarak 1976'da Fisher ve Wheaton tarafindan
gerceklestirilmistir. Bitki bazli gidalarin flavonoid igeriginin bilinmesi, bitki fizyolojisi
ve insan sagligindaki rollerini anlamak i¢in ¢ok onemlidir. Ayrica, bu tiir bilgiler, gida
sektorlinde gidalarin ve iceceklerin tagsisinin yani sira kemotaksanomik ayirimlar i¢inde

kullanilmistir (Merken ve Beecher, 2000).

Kapiler elektroforez ve miselli elektrokinetik kapiler kromatografi gibi diger modern
ayirma sistemleri, bitkilerdeki flavonoidlerin tayini igin sinirli bir 6lgiide kullanilmis olsa

da bugiine kadar en yaygin kullanilan teknik YBSK olmustur (Merken ve Beecher, 2000).

En sik kullanilan kolonlar, ters faz C18 kolon malzemesi ile doldurulmus 5-25 cm
uzunlugunda ve 3-4.6 mm i¢ ¢apli olanlardir. C8 tipi kolonlar, izoflavonlarin aglikon ve
glikoziti gibi biraz daha polar flavonoidlerin ayrilmasinda kullanilmistir (Cam ve Hisil,
2004).

Gidalardaki flavonoidler igin kullanilan ayirma sistemler, tek bir gidada (sarap,
cay, elma vb.) one ¢ikan flavonoidlerin timiinii 6l¢ebildigi gibi, birka¢ gidada birkag alt
sinifi Olgebilecek prosediire de sahiptir. Bu analitik sistemlerin ¢ogu, g¢evresel
degisikliklere tepki, tiirler ve/veya kiiltivarlar arasindaki farkliliklar, olgunlagma
sirasindaki degisiklikler vb. dahil olmak tizere bitki fizyolojisiyle ilgili ¢esitli yonleri

arastirmak i¢in kullanilmistir (Merken ve Beecher, 2000).

Genel olarak, ters faz YBSK i¢in kullanilan mobil fazlar, fosforik asit, asetik asit
veya formik asit gibi zayif asitli su ile kombinasyon halinde asetonitril ve/veya
metanolden olusan gradient eliisyon sistemleri kullanilir. Nadiren tetrahidrofuran ve 2-
propanol de polar olmayan ¢oziicii olarak kullanilmigtir. Son zamanlarda Mobil fazlarda
pik kuyruklanmasini 6nlemek igin diisiik pH da fosfat tamponu, amonyum asetat, sitrik
asit ve trifloroasetik asit (TFA) kullanilmistir (Cam ve Hisil, 2004).

Analizler ¢ogunlukla 1-1.5 ml/dak akis hizinda gergeklestirilmektedir. Analiz siiresi
yaklasik 20-60 dak, kolon sicaklig1 genellikle 25 °C, enjeksiyon hacmi 10-50 uL olarak

tercih edilmektedir.

UV bolgede absorbans veren Flavonoidler i¢in iki karakteristik band vardir. 240-285 nm

arasi absorbans veren Band II flavon g¢ekirdeginin A halkasindan, 300-550 nm arasi
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absorbans veren Band I flavon ¢ekirdeginin B halkasindan ileri geldigi bilinmektedir. Bu
nedenle flavonoid analizlerinde UV dedektorler veya diyot dizinli dedektor (DAD)
kullanilmaktadir (Cam ve Hisil, 2004).

Genellikle 260-280 nm ‘de izoflavonlar; 270-280 nm’de flavonlar ve flavonoller; 280-
290 nm de flavononlar; 210-280 nm’de katesinler; 510-520 nm’de antosiyaninler

absorbans vermektedir. (Cam ve Hisil, 2004)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal Maddeler

ABTSe+

Butilhidroksi toluol (BHT)
DPPH-

Etanol

Formik asit

Ferulik asit
Folin-Ciocalteu reaktifi
Gallik asit

Klorojenik asit
Metanol

o-Kumarik asit
p-Hidroksibenzoik asit
p-Kumarik asit

Sirinjik asit

Sodyum karbonat
tr-sinnamik asit
Rosmarinik asit
proto-katesik asit
Vanillik asit

Askorbik asit
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SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya
SigmaAldrich, Almanya

SigmaAldrich, Almanya



3.2. Cihazlar

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ~ Shimadzu Kyoto, Japonya
(YBSK) sistemi ve SPD DAD dedektor

UV- Spektrofotometre Shimadzu Kyoto, Japonya

Su banyosu Niive BM 302, Tiirkiye

Vorteks IkaGenius 2, Almanya

Ultrasonik Banyo Elmasonic, Almanya

Santrifiij Eppendorf, Almanya

Hassas Terazi Radwag, Polonya

Otomatik pipetler (0.1mL- 1mL,5mL) Eppendorf, Almanya
LiyofilizatorL Labconco, ABD

Rotavapor Buchi, Labortechnik AG, Almanya
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3.3. Bitkisel Materyal

Tablo 3.1. Kullanilan bitkisel materyaller, lokaliteleri, toplanma zamanlar: ve Herbaryum numaralart

Bitki Ad1

Familyasi Drog

Lokalite-Herbaryum
No

Achillea ketenoglui H.Duman

Asteraceae Herba

Eskisehir; YazirkGyii-
Giinylizii arast
Temmuz 2018

ESSE 15798

Achillea millefolium L.

Asteraceae Herba

Eskisehir; Yazirkoyii-
Giinylizil aras1

Temmuz 2018

Achillea phrygia Boiss. Et. Bal

Asteraceae Herba

Alpu - Mihaliggik yolu 23.
km

Temmuz 2018

ESSE 11257

Hypericum perforatum L.

Clusiaceae Heba

Ankara Kizilcahamam
Kurtbogazi baraji15447

20 Temmuz 2015

HUEF 14028

Hypericum thymopsis Boiss.

Clusiaceae Herba

Sivas: Kangal -Giiriin
Ayrim

5 Temmuz 2014
TEKIN 1625

L. shawii Roemer et Schultes

Solanaceae Meyva

Sanlurfa-Birecik-Halfeti
yolu, Surtepe kdyii
Haziran2012
ESSE15066

Lycium barbarum L.

Solanaceae Meyae

Eskisehir: Odunpazari
mezarlig1
Agustos2012

ESSE14619

Lycium depressum L

Solanaceae Meyva

Nizip-Saray koyii (Birecik
tarafi) - Otoban kum ocaklari
civari

27 Haziran 2012

ESSE 15065
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Malabaila secacul Apiaceae Meyve Eskisehir -Ankara yolu

Banks Et Sol Beylikova sapagi
26 Haziran 2020
ESSE 15806
Malabaila secacul Apiaceae Herba Eskisehir -Ankara yolu
Banks Et Sol Beylikova sapagi
25 Haziran 2020
ESSE 15806
Nepeta congesta Fisch. & Mey. var. Lamiaceae Herba Eskisehir -Ankara yolu
congesta Fisch. & Mey. Beylikova sapagi
25 Haziran 2020
ESSE 15805

3.4. Ekstraksiyon

Yaklasik 10 g bitkisel materyal (Tablo 3.1) tizerine 100 mL kaynar su ilave
edilmis, su banyosunda 30 dak tutulmus, islem 3 kez tekrarlanmis, siliziintiler
birlestirilerek liyofilize edilmistir. Elde edilen bakiye tartilarak, % ekstre verimi

hesaplanmistir

3.5. Fitokimyasal Analizler

3.5.1. Toplam fenolik madde miktar tayini

Ekstrelerin igerdigi toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu Metodu kullanilarak
kolorimetrik ~ olarak  tayin  edilmistir  (Folin ve  Ciocaltaeu, 1928).
Biitiin ornekler ve standart olarak kullanilan gallik asit %50°lik metanolde
¢cozlilmiistiir. 0.5 ml 6rnek, 2.5 ml Folin-Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, suda) ve 7.5 ml
sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20°lik, a/h, suda) deney tiipiinde karistirilarak 2 saat oda
sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Cozeltilerin absorbans degerleri 750 nm’de
spektrofotometrede okunarak, toplam fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite esdeger

olacak sekilde hesaplanmustir.
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Sekil 3.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Gorsel 3.1. Gallik asit konsantrasyonlar

3.5.2. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK)-DAD yontemi ile flavonoidlerin

belirlenmesi ve miktar tayini

Giliniimiizde Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK), cesitli algilama
sistemleri kullanilarak flavonoidlerin ayrilmasini ve tanimlanmasini saglayan en uygun
yontemdir. Son yillarda kantitatif analiz sayesinde c¢esitli numunelerde flavonoid
bilesiklerinin es zamanli tayini i¢in uygunlugunu dogrulayan ¢ok sayida veri yaymlanmis
ve bu da incelenen materyaldeki flavonoidlerin dagilimi hakkinda ¢ok aydinlatici

olmustur. YBSK yontemleri, UV diyot dizisi detektorlerinin kullanildigi farkli tespit
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sistemleri kullamlarak bitkisel materyalde flavonoidlerin kalitatif ve kantitatif analizleri
icin gelistirilmistir.

Tez galismast icin segilen flavonoidlerin YBSK analizi i¢in gerekli olan kolon ¢esidi, kolon
boyu, kolon i¢ ¢ap1, kolon partikiil boyutu, mobil faz, akis hiz1 gibi kromatografik kosullar
belirlenerek gelistirilen yontem valide edildikten sonra farkli tiirlere ait 10 farkh

inflizyonun analizi gerceklestirilmistir.

Oncelikle apigenin, kersetin, luteolin, mirisetin, rutin standartlarinin maksimum
absorbsiyon yaptiklar1 dalga boyu UV- spektrofotometre’de belirlenmis, bu dalga
boyunda YBSK-DAD cihazinda Silikajel-C18 kolonda ¢esitli mobil fazlarla (methanol-
su-formik asit, asetonitril-su - formik asit karisimlart) denemeler yapilmistir. Ardindan
degisik akis hizlar1 ve kolon sicakliklar1 ve enjeksiyon hacimleri denenmistir. Uygun
kromatografi kosullar1 belirlendikten sonra kalibrasyon ve validasyon islemleri yapilmis

ve gelistirilmis bu yontem hazirlanan inflizyon ¢ozeltilerine uygulanmustir.

Flavonoidler i¢cin kullamlan YBSK-DAD Analiz Sartlar

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu,
Kyoto, Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INERTSIL ODS3-Cig kolon (100 mm, 4,6 mm i.d.,, 3 um
partikiil ¢ap1) (GL Scienceslnc.)

Degazer: DGU-20As (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan), 360 nm
Akis hz: 1,0 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Gradient sistem: Hareketli Faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)
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Hareketli Faz B: Metanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)

Gradient program: Baslangi¢ kosulu %100 A; 0-4 dak %25 B, 4-8 dak %35 B, 8-
12 dak %50 B, 12-16 dak %70 B, 16-20 dak %100 B, 20-25
dak %100 A.

Standart flavonoidler su: metanol (50: 50; h/h) iginde hazirlanmis, bilesenlerin
tanimlanmasi, YBSK-DAD analizi ve/veya numunelerden elde edilen piklerin alikonma
siresi, UV  spektrumlarinin  otantik referans verileriyle karsilagtirilmasiyla
gerceklestirilmistir. Piklerin saflig1, YBSK-DAD tarafindan kontrol edilmis, her bir pikin

UV spektrumlari, gergek referans 6rneklerininkilerle karsilastirilmistir.
3.5.2.1. Validasyon

Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontem
validasyonu ICH kilavuzu Q2(R1) uyarinca gergeklestirilmistir (ICH, 2005).
Stok Standart flavonoid ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonda standart
flavonoidlerin (API 3.16x10° M, KER 1.73x10° M, LUT 3.3710° M, MiR
4.95.10° M, RU 1.99x 10° M) igeren ¢ozeltiler ile ¢alisilmstir. Analizler aym
giin (giin i¢1) ve 3 farkli giinde (glinler arast) yapilmis, Her konsantrasyon i¢in

analizler 3 kez tekrarlanmustir.

3.5.2.2. Tayin ve gozlenebilme sinir1

Gelistirilen yontemin hassasiyetini saptamak i¢in gdzlenebilme sinir1 (LOD) ve
tayin sinir1 (LOQ) degerleri asagidaki formiiller ile hesaplanmistir.
LOD =3 x SD/m
LOQ =10 x SD/m
SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi
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3.5.2.3. Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Stok Standart flavonoid ¢ozeltisinden ti¢ farkli konsantrasyonda standart flavonoidler
(0.7, 2 ve 6 pg/mL) igeren ¢ozeltiler ile ¢alisilmuistir. Analizler ayni giin (giin i¢i) ve 3 farkli

giinde (giinler arasi) yapilmuis, her konsantrasyon i¢in analizler 3 kez tekrarlanmustir.

3.6. YBSK-DAD Yontemi ile Fenolik asitlerin Belirlenmesi ve Miktar Tayini

Oztiirk ve arkadaslarmin ¢alismasinda belirtilen kosullarda ters faz analitik kolon
ve gradient eliisyon kullanilarak ayrilan fenolik bilesiklerin YBSK-DAD sisteminde,

tutunma zamanlar1 ve UV spektrumlari kontrol edilerek galisilan infiizyonlarin fenolik

asitleri teshis edilmis, miktar tayinleri yapilmustir (Oztiirk vd., 2007).

Fenolik asitler icin kullamlan YBSK-DAD Analiz Sartlari

Cihaz: Shimadzu 20 AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Islemci: Class VP Chromatography Manager Software (Shimadzu,
Kyoto, Japan)

Pompa: Shimadzu LC20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Kolon: INERTSIL ODS3-C18 kolon (100 mm, 4.6 mm i.d., 3 pm
partikiil ¢ap1) (GL Scienceslnc.)

Degazer: DGU-20A5 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Enjektor: SIL 20A (Shimadzu, Japan)

Dedektor: SPD-M 20A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Akis hizi: 1.0 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 10 puL

Gradient sistem:

Gradient

program:

Hareketli Faz A: Metanol: su: formik asit (10:88:2, h/h/h)
Hareketli Faz B: Metanol: su: formik asit (90:8:2, h/h/h)
Baslangi¢ kosulu %100 A;1-10 dak %10 B, 10-15 dak %15 B,
15-20 dak %20 B, 20-25 dak %30 B, 25-30 dak %50 B, 30-35
dak %100 B, 35-42 dak %100A.
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3.7. Biyoaktivite Caliymalari
3.7.1. Antioksidan Aktivite Tayini

Dejeneratif siireglerin meydana gelmesi, molekiiler biyolojide viicuda zararli olan
oksidatif siiregleri tesvik eden serbest radikallerin varligiyla iligkilidir. Bitkilerin serbest
radikalleri (karotenoid, polifenolik (fenolik asit, flavonoid, antosiyanin, tanen gibi ),
doymamis yag asitleri, vitaminler, enzimler ve kofaktorler) yakalayabilen antioksidan
ozelliklere sahip bilesiklerince zengin olmasi, bunlarin profilaktik ve iyilestirici

fitoterapide kullanimin1 arttirmistir (Munteanu vd.,2021).

Daha yakin zamanlarda, reaktif oksijen tiirleri (ROS), ozellikle serbest
radikallerin, kanser ve ateroskleroz dahil olmak tizere birgok kronik hastalikta yer aldigi
kabul edilmistir. Aym1 zamanda hiicrelerde ve dokularda meydana gelen zararli ROS
oldukg¢a kararsiz biyokimyasal maddeler oldugundan, hiicrelerdeki ve kandaki yagi

oksitleyerek yaslanmanin ana nedeni olan lipid peroksitleri olustururlar.

Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarini 6nlemek icin potansiyel bir ¢oziim,
Toplam Antioksidan Kapasitenin (TAC) ol¢iimii bitkisel antioksidan roliiniin
degerlendirilmesinde yararli bir aracgtir. Bitkilerden hazirlanan ekstrelerin toplam

antioksidan kapasitesi, antioksidan bilesenlerin varligini ve aktivitesini yansitir.

Polifenollerce zengin bitkilerin TAC diizeylerini degerlendirmenin en popiiler
yontemleri: spektrofotometrik ABTS, spektrofotometrik DPPHe ve floresan ORAC
(Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi), indiikleyici giig, FeS04 iyonlarini selatlama

kapasitesi v.b.

3.7.2. DPPH"*iizerinden Radikal Siipiiriicii Etki

Kararli 2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH") radikali bir elektron veya hidrojen alma
yetenegine sahiptir. Antioksidanlarin, DPPHe radikaline bir hidrojen atomu verme
yetenekleri tizerinden siipiiriicii etki gosterirler. Bu yontem ile antioksidanlarin kararl
DPPH" radikalini, indirgenmis 2.2-difenil-1-pikrilhidrazin (DPPH-H) formuna getirme
yetenekleri degerlendirilir. DPPH radikali, metanollii ¢ozeltide okside formunda yaklasik

517 nm de maksimum absorbans verir (Molyneux, 2004).
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Bu metot basit, hizli ve bir¢ok 6rnegin radikal stiptiriicii aktivitesini izlemek igin
oldukga elverigli bir metottur. Ancak 1s18a, oksijene ve Kirlilige olan hassasiyeti bu

metodun kullanima bazi sinirlamalar getirmektedir (Mot vd., 2011).

Calisilan infiizyonlardan hazirlanan ¢ozeltilerin DPPHe iizerindeki serbest radikal
stipiiriicti etkileri Sanchez-Moreno ve arkadaslar1 tarafindan modifiye edilmis yontem

kullanilarak tayin edilmistir. (Sanchez-Moreno vd. 1998)

Metanolde hazirlanmms 0.4 ml &rnek ¢ozeltisi 3.6x10° mg/ml) iizerine, metanolde
hazirlanmis 3 ml DPPH (2x102 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek, vortekste 30 saniye
kanstirilmis ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilen ¢ozeltilerin 517 nm’de
absorbans degerleri kaydedilmis, % inhibisyon degerleri asagidaki esitlige gore

hesaplanmustir:

kontrol absorbans1 — drnegin absorbansi

% Inhibisyon = x 100

kontrol absorbansi

Her test 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmis, referans madde olarak sentetik

antioksidan BHT kullanilmustir.

3.7.3. ABTS radikal katyon renksizlestirme yontemi

Antioksidan aktivitenin taranmasi ig¢in flavonoidler, hidroksisinamatlar,
karotenoidler ve plazma antioksidanlari dahil olmak iizere hem lipofilik hem de hidrofilik
antioksidanlara uygulanabilen bir renk giderme deneyi olarak rapor edilmistir. 2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)'in (ABTS™) énceden olusturulmus radikal
monokasyonu, ABTS'nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu ile iiretilir ve hidrojen veren
antioksidanlarin varliginda indirgenir.
Antioksidan aktivite belirlenirken, radikal katyon emiliminin inhibisyonu {izerine hem
antioksidan konsantrasyonunun hem de reaksiyon siiresinin etkileri dikkate alinmalidir
(Re vd., 1999).
Infiizyonlarm, ABTS" radikal siipiiriicii aktivitesi Re ve arkadaslarinin gelistirdigi

yonteme gore gergeklestirilmistir (Re vd., 1999).
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Reaktif ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 10 mL 7mM ABTS ¢ozeltisi ile 176 uL 140
MM K>S;0g karistirilarak 12-16 saat karanlikta bekletilmistir. ABTS’in potasyum
persiilfat ile oksidasyonu sonucunda ABTS radikal katyonu olusmaktadir. Her ¢alisma
oncesi taze hazirlanmasi gereken bu reaktif, 753 nm’de absorbansi 0,700 (+ 0.02) olacak

sekilde etanol ile seyreltilerek antioksidan aktivite tayininde kullanilmistir.

Reaksiyon i¢in, 10 pL drnek ¢ozeltisi (0.5 mg/mL konsantrasyonda) iizerine 1 mL reaktif
cozeltisi ilave edilerek 5 dakika beklenmis ve 753 nm’de absorbansi Ol¢iilmiistiir.
Calismada kor olarak etanol, pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit (0.5 mg/mL)
kullanilmistir. Deney sonunda, ABTS radikal katyonunun % giderimi asagidaki esitlikle
hesaplanmugtir:

%, Total Antioksidan Aktivite = [w] x 100

Agontrol

Aponiror= ABTS™ reaktif ¢ozeltisinin absorbansi (753 nm)

Agrner = Ekstre igeren reaktif ¢ézeltisinin absorbansi (753 nm)

Elde edilen sonugclar esitlikte yerine konarak % inhibisyon hesaplanmis, sonuglar pozitif

kontroliin ( BHT ve askorbik asit ) sonuglar ile karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ekstraksiyon Verimleri ve Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Tez kapsaminda inflizyon yontemi ile hazirlanan ekstrelerin suda ¢éziinen madde

miktarlari (% verim) hesaplanmistir (Tablo 4.1).

Hazirlanan infiizyonlarin Folin-Cioceltaeu metodu ile kolorimetrik olarak toplam fenol
miktar1 tespit edilmistir. Gallik asitin farkli konsantrasyonlarindan (0.02 — 0.2 mg/mL)
(Tablo 4.1) elde edilen absorbans degerleri kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi
iizerinden (Sekil 4.1) elde edilen kalibrasyon denklemi kullanilarak, toplam fenol miktar:

ekstrede gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir (mg GAE/ g Ekstre).

Tablo 4.1. Ekstrelerinin % verim ve toplam fenolik madde miktariar: (TFM)

Infiizyonlar | % VERIM TFM
(mgGAE/g ekstre )

AKH 1.8 26.36+2.67*
AMH 15 115.67 £3.51
APH 1.67 61.27 +£3.00
HPH 1.65 192.82 +0.33
HTH 1.96 160.03 £2.67
LBM 3.23 9.39 + 6.68
LDM 3.43 17.49+1.20
LSM 3.43 11.51+1.00
MSM 2.76 7497 £3.34
MSH 3.30 38.13+1.53
NCH 3.42 118.18 £5.79

*standart sapma degerleri

Hazirlanan inflizyonlarin ekstraksiyon verimleri %1.5 (AMH)- %3.43 (LDM) arasinda
degistigi goriilmektedir (Tablo 4.1).

Calisilan inflizyonlardan en fazla toplam fenolik madde miktarina sahip olan HPH ve

HTH cozeltileri oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.1.’de de goriildiigii gibi inflizyonlarin
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toplam fenolik madde miktarlar1 en biiyiikkten en kiigiige HPH >HTH >NCH >AMH
>MSM >MSH >APH >AKH >LDM >LSM >LBM seklinde siralanmaktadir.

250
200

150

100
) I-il

APH AMH AKH NCH LDM LBMtreHSM MSH MSM HTH

o

Toplam fenolik madde miktari (mg GAE/ g ekstre)

Sekil 4.1. Infiizyonlarin toplam fenolik madde miktar: (mg GAE/ g ekstre)

4.2. YBSK-DAD yontemi ile Flavonoid Miktar Tayini

Halk arasinda ¢ay olarak kullanilan gesitli ¢igekli bitkilerde en sik rastlanan
flavonoid bilesiklerinden apigenin, kersetin, luteolin, mirisetin, rutin miktar tayini

caligmasi i¢in secilmistir.

Akis hizi, enjeksiyon hacmi taramalarinda ve tekraredilebilirligin incelenmesinde stok
cozeltiler asagidaki konsantrasyonlarda metanolde seyreltilerek hazirlanmustir (Tablo

4.2).
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Tablo 4.2. Calisilan flavonoidlerin molekiil agirliklar: ve stok ¢ozelti konsantrasyonlar

Flavonoidler Molekiil Agirhg: Stok konsantrasyonlari
Apigenin 270.05 g/mol 7.5 x 10*M

Kersetin 302.24 g/mol 1.8 x10°M

Luteolin 282.24 g/mol 1.41 x 10°M

Mirisetin 192.21 g/mol 5.2x10*M

Rutin 610.51 g/mol 8.3 x10“M

Daha sonra stok ¢ozeltileri hazirlanan standart flavonoidlerin standart karisim ¢ozeltisi

hazirlanmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Standart karisim ¢ozeltisindeki flavonoidlerni konsantrasyonlar

Flavonoidler Karisimdaki
konsatrasyonlari
Apigenin 1.79 x 10*M
Kersetin 8.57 x 10°M
Luteolin 1.68 x 10**M
Mirisetin 2.47 x 10*M
Rutin 9.94 x 10°M

Hazirlanan standart flavonoid karigimindan 0.7; 1.0; 2.0; 4.0 ve 6.0 mL alinarak 10 mL

metanolde seyreltilerek, 5 farkli kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.4. Standart flavonoid karisiminmdan hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltilerinin derigimleri

Flavonoidler

0.7mL/10 mL

1mL/10mL

2mL/10mL

4mL/10mL

Apigenin

Kersetin
Luteolin
Mirisetin
Rutin

1.25x10°M

6.06 x 10°M
1.18 x 10°M
1.73 x10°M
6.96 x 10"°M

1.79x 10°M

8.66 x10"°M
1.68 x10°M
2.47 X10°M
9.94 x10™°M

3.59 x 10°M

1.73 x10°M
3.37 x10°M
4,95 x 10°M
1.98 x 10°M

7.19 x 10°M

3.46 x 10°M
6.74 x10°M
1.98 x 10°M
3.97 x 10°M

8| 6mL/10mL

1.08 x 10*M

5.20 X 10°M
1.01 x 10*M
1.49 x 10“*M
5.97 x 10°M

70000
60000
50000
40000
30000
20000

10000 I
.

] 0,000002

100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000 .
10000 -

[}
o} 0,00002

100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000 .

0,000004

0,00004

APIGENIN

y=6E+00% -

1228,7

R?=0,9971 .

0,000006

LUTEOLIN

0,000008

0,00001 0,000012

y=9E+08x- 708,94 &
R2=0,9967 .-

0,00006 0,00008

RUTIN

y = 2E+00x

0,0001 0,00012

757,15 8

R?=0,9982,."

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007

Sekil. 4.2. Calisilan flavonoidlerin kalibrasyon grafikleri
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Standart flavonoid karisimlari farkli konsantrasyonlarda YBSK-DAD sistemine enjekte
edilerek kromatografiye edilmis, elde edilen kromatogramlarda tesbit edilen alan

degerleri — konsantrasyonlar ile kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.2).

4.3. Dogrulama Calismalari
4.3.1. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Kesinlik testleri (tekrarlanabilirlik), standart flavonoid ¢ozeltisi hazirlanarak
YBSK-DAD sistemine enjekte edilmistir (n= 3).

Enjeksiyonlardan sonra pik alanlarinin tutunma zamanlarina orani ile hesaplanan pik
normalizasyon (PN) degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir. Deneylerin bagil standart
sapmalar1 (RSD) ve standart sapmalar1 (SD) olarak tekrarlanabilirlik degerlendirmesi

Tablo 4.5.'de verilmistir.

Tablo 4.5. Calisilan flavonoidlerin kesinlik testi sonuglart (PN orani olarak) (n=3)

API KER LUT MIR RU
SD 29.92 31.37 31.52 23.28 35.16
RSD 0.41 0.56 0.28 0.35 0.33

Piklerin alanlar1 yerine PN degerleri kullanilarak deneylerin kesinliginin arttig1
gozlenmistir. Sonuglar oldukga tekrarlanabilir; bagil standart sapma degerleri 0.28-0.56

araligindadir. Bu da yontemin oldukga giivenilir oldugunu gostermektedir.

4.3.2. Dogrusallik (Linearity)

Calisilan  flavonoidlerin  standart ¢ozeltileri, 1.10°-10% M konsantrasyonda
hazirlanmis ve YBSK'ye enjekte edilmis (n=3), kalibrasyon denklemleri, 360 nm'de
flavonoit konsantrasyonlarina karst pik normalizasyon degerleri kullanilarak

olusturulmustur.
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Flavonoidlerin pik normalizasyon degerleri kesinlik testlerinde belirtildigi gibi

hesaplanmistir. LOD ve LOQ, sirastyla 3.3 ve 10'un s/a ile ¢arpilmasiyla hesaplanmis

burada s; kesisimin standart sapmasi, a; regresyon denkleminin egimidir.

Calisilan flavonoidlerin standart sapmalari, korelasyon katsayisi (r), teshis siniri

(LOD) ve tayin alt simr1  (LOQ) degerleri ile kalibrasyon parametreleri Tablo 4.6 'de

verilmistir.

Tekrarlanabilirlik ve lineerlik sonuglarinin tayin amaciyla gilivenilir olmasi

nedeniyle, yontemin bitkisel ekstrelerde bulunan flavonoit bilesiklerinin analizi i¢in

kullanilabilecegine karar verilmistir.

Tablo 4.6. 360 nm'de flavonoitlerin kalibrasyon parametreleri (Korelasyon katsayisi (r), LOD ve LOQ

degerleri (n = 4))

Kalibrasyon LOD LOQ
Flavonoidler esitligi r (Molarite) (Molarite)
RU y=1.10%—1981.8 0.9984 7.79 x107 2.36 x10®
MiR y=410%+421.92 0.9963 6.5 x106 1.97 x10°
KER y=1.10%%-552.43  0.9987 3.89 x10° 1.18 x10°
LUT y =8.108x + 1383.6 0.9943 7.25 x107 2.19 x10®
API y=5.10% +892.85  0.9977 6.25 x1077 1.89 x106

4.3.3. Validasyon

Yontemin kesinliginin incelenmesi API 3.16x10°M, KER 1.73x10°M, LUT
3.3710°M, MIR 4.95.10-°M, RU 1.99x 10-° M derisimdeki ¢6zeltileri 6 ayr1 enjeksiyonla

ve birbirini takip eden 3 giinde YBSK ile analiz edilmistir. Pik normalizasyon degerleri

kullanilarak yapilan istatistiksel degerlendirmeler Tablo 4.7 ’de verilmektedir.
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Tablo 4.7. Calisilan Flavonoid bilesiklerine ait Giin Ii ve Giinler Arasi Tekrar Edilebilirlik

Calismalarimn Istatistiksel Degerlendirmesi

% Giin ici kesinlik Giinler arasi
S Kesinlik
c_Es 1. Giin 2. Giin 3. Giin | Giinler arasi
API |Ortalama| 20344 20684 19973 22331
SS 3935 2795 171.3 481.3
%BSS 1.93 1.35 0.85 2.15
Ortalama | 29272 28592 29145 29926
KER 'ss 556.71 453.21 399.78 569.9
%BSS 1.90 1.58 1.37 1.90
Ortalama | 29827 30145 29592 30721
LUT I"ss 3733 565.6 456.7 650.8
%BSS 1.25 1.94 1.54 2.11
MIiR | Ortalama | 21720 21938 22678 22712
SS 281.6 306.5 345.2 471.7
%BSS 1.29 1.39 1,52 2.10
RU | Ortalama 26865 26915 27417 27065
'ss | 4132 435.15 352.4 544.26
%BSS 1.53 1.61 1.28 2.04

Tablo 4.7.”de de gorildigii gibi diisiik % bagil standart sapma (%BSS) degerleri veren
Yiiksek tekrar edilebilirlik sonuglari elde edilmistir.

Sekil 4.3. YBSK-DAD sisteminde C-18 silikajel kolonda 360 nm’de kaydedilen standart

flavonoid karisiminin kromatogramini gostermektedir. Bilesikleri daha kisa bir analiz

(10:88:2), B: Metanol: su: formik asit (90:8:2) bilesimlerinden olusan gradient eliisyon

sistemi kullanilmustir.

Coziintirliik ve analiz siiresi, tatmin edici bir sonug elde edilene kadar ellisyon programi

SS: Standart Sapma, % BSS: % Bagil Standart Sapma,

ayarlanarak iyilestirilmistir.

31

siiresi i¢inde verimli bir sekilde ayirmak i¢in mobil faz A: Metanol: su: formik asit



LUT

| maAl

200 5
-

125 =

[&)]
(=]
(=]
(=]
n
a
a
1

Sekil 4.3. Standart flavonoid karisimi YBSK-DAD kromatogrami

Calisilan flavonoidlerden rutin (RU) 12.51 dak, mirisetin (MIiR) 13.91. dak, kersetin
(KER) 16.01 dak, luteolin (LUT) 16.68. dak, apigenin (API) ise 17.96. dak’da eliie

edilmistir.

4.3.4. Gelistirilen ters faz YBSK-DAD yonteminin infiizyonlara uygulanmasi

Standart kromatogramina ait yontem validasyonu tamamlandiktan sonra, ¢alisilan
farkl tiirlerden hazirlanan inflizyonlarin 5 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan MeOH:
Su’lu ¢ozeltileri 0.45 pL’lik membran filtrelerden siiziilerek, ayni kromatografik sartlarda

C-18 kolonda eliie edilmistir.

Kromatografik analizler sonucu elde edilen inflizyon kromatogramlarindan
bazilar1 asagida verilmistir (Sekil 4.4; Sekil 4.5.; Sekil 4.6.)
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Sekil 4.5. MSM infiizyonunun flavonoid YBSK-DAD kromatogrami
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Sekil 4.6. HTH infiizyonunun flavonoid YBSK-DAD kromatogrami

Inflizyon kromatogramlarinda tespit edilen flavonoidlere ait pik alanlar1 ve Rt
(tutunma faktorleri) tespit edilerek pik normalizasyon degerleri (PN) tizerinden miktar
tayinleri, her flavonoide ait kalibrasyon denklemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Inflizyonlarmn igerdigi flavonoid konsantrasyonlar1 mg/ g olarak hesaplanarak, degerler

Tablo 4.8'te 6zetlenmistir.

Gelistirdigimiz YBSK metoduna gore calisilan Achillea tiirlerinden AMH
inflizyonunda RU (1.58 mg/g ekstre) ve LUT (1.06 mg/g ekstre) baslica flavonoidler
olarak tesbit edilirken, AKH infiizyonunda API (0.32 mg/g ekstre) ve RU ( 0.27mg/g
ekstre) , APH infiizyonunda ise KER ( 0.54 mg/g ekstre) ve MIR (0.40 mg/g ekstre)

baslica flavonoidler olarak bulunmustur.

Calistlan Lycium tiirlerinin meyva infiizyonlarindan hepsinde RU ve APi’ne
rastlanmistir. LBM meyva infiizyonunda RU (10.49 mg/g ekstre) ve LUT (0.81 mg/g
ekstre) API (0.48 mg/g ekstre) bashica flavonoidler olarak tesbit edilirken, LDM
inflizyonunda LUT (0.34 mg/g ekstre), LSM infiizyonunda ise RU (1.02 mg/g ekstre) ve
API (0.90 mg/g ekstre) baslica flavonoidler olarak tayin edilmistir.
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Tablo 4.8. Infiizyonlarin YBSK_DAD sisteminde tayin edilen flavonoid miktarlar:

infiizyonlar Flavonoid miktarlari (mg/g ekstre)

API KER LUT MIR RU

(mg/g) (mg/g ) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
AKH 0.32 - 0.21 - 0.27
AMH 0.21 0.22 1.06 0.22 1.58
APH 0.18 0.54 0.19 0.40 0.27
HPH 0.90 5.55 0.28 1.50 15.06
HTH 0.18 0.31 0.11 3.78 3.97
LDM 0.04 - 0.34 - 0.15
LBM 0.48 - 0.81 - 0.49
LSM 0.90 - - - 1.02
MSM 0.07 0.35 0.02 3.44 5.12
MSH 0.15 0.31 0.22 291 4.72
NCH 0.04 0.08 0.01 0.32 0.67

YBSK-DAD yontemi ile flavonoid tayin yontemini uyguladigimiz Hypericum
tirleri arasindan H. perforatum toprakiistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonda (PH)
baslica flavonoid bilesikleri RU (15.6 mg/g ekstre), KER (5.55 mg/g ekstre), MIR (1.5
mg/g ekstre) bulunurken, H. thymopsis toprakiistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonda
RU (3.97 mg/g ekstre), MiR (3.78 mg/g ekstre) ve KER (0.31 mg/g ekstre), olarak tayin

edilmistir.

Malabaila secacul toprakiistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonda (MSH) baslica
flavonoid bilesikleri RU (5.12 mg/g ekstre), MIR (3.44 mg/g ekstre), KER (0.35 mg/g
ekstre) olarak bulunurken, meyvalar dan hazirlanan infliizyonda (MSM) ise RU (4.72
mg/g ekstre), MiR (2.91 mg/g ekstre) ve KER (0.31 mg/g ekstre) olarak tesbit edilmistir.
Sonuglardanda anlasilacagi gibi Malabaila secacul toprakiistii kisimlari, meyvalarindan

daha fazla miktarda flavonoid bilesigi tasimaktadir.
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Tablo 4.8.'te gosterildigi gibi, Nepeta congesta toprakiistii kisimlarindan
hazirlanan inflizyonda (NCH) en bol bulunan flavonoid bilesiginin RU (0.67 mg/g ekstre)
oldugu, onu MIR> KER> API> LUT izledigi goriilmiistiir.

4.4. Ters faz YBSK-DAD Yontemi ile Fenolik asitlerin Miktar Tayini

Calisilan inflizyonlarda bulunan antioksidan aktiviteden sorumlu oldugu
distiniilen polifenolik bilesiklerden fenolik asitlerin belirlenmesi ve miktar tayinleri,
Oztiirk ve arkadaslari tarafindan daha &nce gelistirilen yontemde belirtilen kosullarda ters
faz analitik kolon ve gradient eliisyon kullamilarak 280 nm’de Shimadzu LC 20A YBSK
YBSK-DAD sisteminde gerceklestirilmistir (Oztiirk vd., 2007).

Standart fenolik asit karistmi kromatogrami (Sekil 4.7.) ve secilmis inflizyonlarin
fenolik asit kromatogramlart (Sekil 4.8; Sekil 4.9; Sekil 4.10; Sekil 4.11.) asagida

verilmistir.
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Sekil 4.7. Standart fenolik asit karisinu YBSK-DAD kromatogrami
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Tablo 4.9. Calisilan ekstrelerin ters-faz YBSK ile Tespit Edilen Fenolik Asit Miktarlar

Fenolik asit miktarlar:

(ng/g ekstre)
Fe_nolik
asitler  "AkKH AMH APH HPH HTH LDM LBM LSM MSM MSH NCH
GA 011 1.01 011 025 0.4 0.1 011 - 025 034 0.15
proto- | - 065 - 073 075 0.28 - - 094 073 0.5
CA
p_ - - - - - - - - - - -
OHBA
KA 021 1.28 045 058 0.33 - - - 029 032 04
KLA |047 114 - 094 129 - = 4 117 125 7.63
VA = . - - - 4 - - - - -
SA - 050 - 238 012 - - - 0.15 012 -
p-KU |- 032 - 072 029 019 0.11 - 028 039 045
FA 017 146 167 1.12 023 - 9 - 081 052 0.83
o-KU | 054 1694 030 091 021 - - - 0.10 052 0.80
RA 055 2.4 155 - - - - - 045 054 1.17
tr-Si 025 051 124 1.08 096 063 035 071 092 098 0.36

Tablo 4.9’a gore calisilan Achillea tiirlerinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan
inflizyonlardan A. milleifolia toprakiistii kisimlarinin (AMH) infiizyonunda en fazla
bulunan fenolik asit 0-KU (16.94 ng/g ekstre) olurken, onu FA> RA> tr-SI >KA
izlemektedir. Diger Achillea tiirlerinden AKH’da ana fenolik asit RA ve KLA, APH
inflizyonunda RA> FA> KA bulunurken, KLA ‘e rastlamamustir.

N. congesta var. congesta (NCH) inflizyonunda en fazla bulunan fenolik asitler
KLA ve RA tesbit edilmistir. Lamiaceae familyasina ait aromatik bitkilerin en 6nemli
fenolik maddelerinden biri olan rosmarinik asit, ¢calismanin literatiir verileriyle uyumlu
oldugunu gostermektedir. Literatiir incelememize gore, YBSK-DAD yontemiyle fenolik

bilesikleri incelenen Bati Azerbaycan-iran bolgesinden Haziran-Temmuz aylarinda
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toplanan N. congesta toprak tstii kisimlarinin metanol ekstresinde en fazla ferulik asit
(9.30 +£0.21g kg ** DW t0z) olmakla birlikte klorojenik, kafeik ve kumarik asitler igerdigi
belirtilmistir (Azizian vd.,2021). Van’da yetisen N. congesta var. crypthantha
ciceklerinin etanol ekstrelerinde en bol bulunan fenolik asit, rozmarinik asit (17.20 pg/g)

olarak tespit edilmistir (Karademir vd.,2020).

Wang ve arkadaglar1 L. barbarum meyvalarindan hazirladiklar1 %80 MeOH
ekstresinin asidik fraksiyonunda YBSK-DAD sisteminde klorojenik asit (12.4 ug/g),
kafeoilkinik asit (0.34 ug/g), kafeik asit (3.73 pg/g) ve p-kumarik asit (6.06 ug/g) tayin
edildigini rapor etmislerdir (Wang, vd., 2010).

L. barbarum meyvalarin tizerinde UYBSK-UV yo6ntemiyle gergeklestirlen validasyon
calismasinda 3,4-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 3-hidroksibenzoik asit,
hippurik asit, kafeik asit, vanilik asit, 4-hidroksi-3 metoksifenilasetik asit, 3-(2,4-
dihidroksifenil) propionik asit, p-kumarik asit, Ferulik asit bulundugu tesbit edilmistir.
Ayrica, bir¢ok ¢alismada L. ruthenicum, L. barbarum, L. chinense, L. barbarum, L. var.
Auranticarpum K. F. Ching, and L. yunnanense, L. chinense Mill. Var. Potaninii A. M.
Lu. Meyvalarinda hidroksi sinnamik asit tiirevlerinden basta kafeik asit, olmak iizere
klorojenik, p- kumarik ve ferulik asit olarak tanimlanmistir (Inbaraj vd., 2010, Jarouche
vd., 2019, Zhao vd., 2019).

YBSK-DAD c¢alismamizda H perforatum toprakiistii kisimlarindan hazirlanan
infiizyonda (HPH) baslica fenolik asitler sirasiyla FA> tr-Si >KL A>0-KU >protoCA >p-
KU tayin edilirken, H thymopsis toprakiistii kisimlarindan hazirlanan inflizyonda (HTH)
ise sirastyla KLA> tr-Si> protoCA> KA tayin edilmistir. Daha énce H. perforatum, sulu
ekstrelerini degerlendirdigimiz makalemizde (Oztiirk vd, 2009) sirasiyla, protoCA>
KLA> tr-Si, ayrica H. thymopsis ile yapilan yayimnlanmamis tez ¢alismasmm ( OKyay,
2020) sonuglarma gore toprak iistii kisimlarindan hazirlanan sulu ekstrede ana fenolik asit
KLA (67.55 mg/g bitki), ayrica FA> p-KU> 0-KU tesbit edilmis olmas1 ¢aligmadaki

sonuglarimizi dogrulmaktadir.
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4.5. Antioksidan Aktivite Tayini

Toplam fenolik madde miktarlari spektroskopik olarak, flavonoid ve fenolik asit
miktarlar1 da ters faz YBSK yontemi ile kromatografik olarak belirlenen farkl: tiirlerden
hazirlanan infiizyonlarin antioksidan aktiviteleri; DPPHe iizerinden radikal siipiiriicii etki

ve ABTSe+ radikal katyon renksizlestirme kapasitesi yontemleriyle tayin edilmistir.

4.5.1. DPPH?" iizerinden radikal siipiiriicii etki

Bu yontemde, caligilan tiirlerden hazirlanan inflizyonlarin antioksidan aktiviteleri
DPPH* (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikali tizerinden Sanchez-Moreno ve
arkadaglar1 (1998) tarafindan modifiye edilmis yontem kullanilarak tayin edilmistir.
Sonuglar test edilen konsantrasyonda % inhibisyon olarak degerlendirilmis ve sentetik
antioksidan BHT nin  %inhibisyon degeri ile karsilastirilmustir. Inflizyonlar ve sentetik
antioksidan BHT nin  %inhibisyon degerleri Tablo 4.10.; Sekil 4.12.) verilmistir.

Tablo 4.10 de gorildigi tzere, ¢aligilan tiirlerden hazirlanan inflizyonlar arasinda
sentetik antioksidan BHT (%inh 55.53) ile karsilastirilacak derecede en gii¢lii antioksidan
aktivite H. perforatum (HPH %inh 44.99) ve H. thymopsis (HTH %inh 31.89) ile
Malabaila secacul’da (MSM ve MSH % inh 35.32-38.81 sirasiyla) gozlenmistir. En
disiik aktivite ise Lycium meyvalari ile haziranan inflizyonlarda goriilmiistiir; BHT>
LBM (%inh 21.88)> LSM (%inh 21.13)> LDM (%inh 19.64).

Achillea tiirleri de sentetik antioksidan BHT ye gore belirgin ve birbirlerine yakin radikal
stipiiriicti aktivite gostermislerdir; BHT (%inh 55.53)> AMH (%inh 35.71)> AKH (%inh
35.12) >APH (%inh 35.08).

Son olarak NCH infiizyonu (%inh 32.74) da BHT ye gore belirgin radikal siiptiriicii

aktivite gostermistir.
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Tablo 4.10. Calwsilan ekstrelerin DPPH sserbest radikali iizerinden % inhibisyon degerleri

Ekstreler % inhibisyon
AKH 35.12+0.84 *
AMH 3571 +£1.19
APH 35.08 £0.59
HPH 4499 +2.54
HTH 31.89 +1.89
LBM 21.88 + 1.05
LDM 19.64 £ 0
LSM 21.13 £0
MSM 3532 £0.68
MSH 38.81 £0.62
NCH 32.74+7.73
BHT 55.53 +0.81

*SS: Standart sapma

30,00

20,00

10,00 I I I
0,00

AKH AMH APH HPH HTH LBM LDM LSM MSH MSM NCH BHT
inflizyonlar

e
o
o
o

% inhibisyoon

Sekil 4.12. Infiizyonlarin serbest radikal siipiiriicii aktivite (%inhibisyon) grafigi
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4.5.2. ABTS e+ radikal katyon renksizlestirme kapasitesi

Bu metotta calisilan inflizyonlarin antioksidan kapasitesi ABTS® radikal katyon
renksizlestirme kapasitesine gore 6l¢iilmiis ve sonuglar pozitif kontrol BHT ve askorbik
asit (ASA) c¢ozeltilerinin sonuglar1 ile Karsilastirlmistir. Orneklerin antioksidan

aktiviteleri ylizde ABTS® inhibisyonu olarak Tablo 4.11° de verilmistir.

Caligilan inflizyonlar (5 mg/mL) arasindan BHT ve askorbik asit (ASA) ¢ozeltisine
(%96.24 £ 0.49) en yakin ve en giicli ABTSe % inhibisyonu DPPHe serbest radikal
stipiiriicti etkide de oldugu gibi HPM inflizyonunda (% inh %37.55 + 0.098) goriilmiistiir.
Diger ekstrelerin ABTSe % inhibisyon degeri sirastyla ASA> BHT> AMH (%34.075 +
0. 393)> HTH (%29.415 + 0.049)>NCH (%17.59 + 0.245) APH> LSM> (Sekil 4.13)

olarak gézlenmistir.

Tablo 4.11. Calisilan infiizyonlarin ABTS® % inhibisyon degerleri

ABTS®
Infiizyonlar % inh + §5*
AKH 7.37 £ 0.09*
AMH 34.07 £0.39
APH 12.16 £+ 0.049
HPH 37.55 £ 0.098
HTH 29.41 £ 0.049
LBM 5.076 £ 0.049
LDM 6.46 £+ 0.049
LSM 12.03+ 0.44
MSM 10.36 + 0.14
MSH 10.57 £ 0.098
NCH 1759+ 0.24
BHT 66.35 £ 0,10
ASA 96.24 + 0.49

*SS: Standart sapma
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Calismanin ana kapsami, oncelikle geleneksel tedavide yaygin olarak kullanilan
bazi1 Dbitkisel materyallerden hazirlanan infiizyonlarin flavonoid igeriklerinin
degerlendirilmesinde etkili bir ters faz-YBSK-DAD yontemi gelistirmek, ardindan
hazirlanan inflizyonlarin fenolik asitlerini belirleyerek ve antioksidan aktivitelerini tayin

etmektir.

Bir bitki ekstraktinin tam bir karakterizasyonunu yapmak igin, secgilen yontem
spesifik olmal1 ve bilesenlerin iyi bir sekilde ayrilmasini saglamalidir. Pikler birbirinden

ayrilmali ve safliklart UV incelemesi ile dogrulanmalidir.

Yapilan literatiir arastirmalarimizda klasik bir RP C18 kolonunun (150 mm, 3 um)
kullanilmasi, flavonoid bilesiklerini iyi bir sekilde ayrilmasini sagladig: tesbit edilmistir
Bilesikleri daha kisa bir analiz siiresi iginde verimli bir sekilde ayirmak i¢in mobil faz A
Metanol: su: formik asit (10:88:2) ve mobil faz B Metanol: su: formik asit (90:8:2)’den
olusan optimize edilmis gradient eliisyon sistemi kullanilmustir. Sekil 4.3, 360 nm’de
kaydedilen flavonoid standart karisiminin kromatogramini gostermektedir. Coziiniirliik
ve analiz siiresi, tatmin edici bir sonug elde edilene kadar eliisyon programi ayarlanarak

tyilestirilmistir.

Flavonoidlerin ¢ogu, %50-70 Mobil faz B (Metanol: su: formik asit (90:8:2) ile
12-17 dakikalar i¢inde ayrilmis, her numune igin toplam analiz siiresi 25 dakika olarak
belirlenmistir. Calisilan flavonoidlerden rutin (RU) 2.51. dak, mirisetin (MiR) 13.91. dak,
kersetin (KER) 16.01. dak, luteolin (LUT) 16.68. dak, apigenin (API) ise 17.96. dak’larda
eliie edilmistir. Kalibrasyon egrisi, standart konsantrasyonu pik normalizasyon (pik
alanina/ tutunma zamani(Rt) karsi gizilerek olusturulmustur. Korelasyon katsayisi karesi,

r?>0.9998 sistemin yiiksek dogrusalligini ve kesinligini gostermektedir.

Gelistirdigimiz YBSK-DAD metoduna gore, inflizyonlarda tayin edilen ve

miktarlart hesaplanan flavonoid konsantrasyonlar1 Tablo 4.8°de verilmistir.

Calisilan Achillea tiirlerinden AMH inflizyonunda RU (1.58 mg/g ekstre) ve LUT
(1.06 mg/g ekstre) baslica flavonoidler olarak tesbit edilirken, AKH infiizyonunda API
(0.32 mg/g ekstre) ve RU ( 0.27mg/g ekstre), APH inflizyonunda ise KER (0.54 mg/g
ekstre) ve MIR (0.40 mg/g ekstre) baslica flavonoidler olarak bulunmustur (Tablo 4.8).
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Achillea cinsine ait tiirler hakkindaki literatiir verilerimize gore, Achillea cinsi esas olarak
rutin, luteolin ve apigenin flavonoid glikozitlerinin varlig: ile karakterizedir (Ayoobi vd.,

2017; Gulomjon ugli ve Teshaboy ugl, 2021)

Calistlan Lycium tiirlerinin meyva infiizyonlarimn tamanunda RU ve APi’ne
rastlanmigtir. LBM meyva infiizyonunda RU (10.49 mg/g ekstre) ve LUT (0.81 mg/g
ekstre) APi (0.48 mg/g ekstre) bashica flavonoidler olarak tesbit edilirken, LDM
inflizyonunda LUT (0.34 mg/g ekstre), LSM infiizyonunda ise RU (1.02 mg/g ekstre) ve
API (0.90 mg/g ekstre) tayin edilmistir (Tablo 4.8). Wang ve arkadaslar1 L. barbarum
meyvalarindan hazirladiklar1 %80 MeOH ekstresinin nétral fraksiyonunda YBSK-DAD
sisteminde quercetin-diglycoside (66.0 ug/g), rutin (42.0 ug/g) and kamferol-3-O-
rutinosit (11.3 ug/g) tayin edildigini rapor etmislerdir (Wang, vd., 2010). Literatiir
verilerimize gére L. shawii ve L. depressum meyvalarinin flavonoidleri hakkinda simdiye

kadar yapilmis ¢alisma bulunamamustir.

YBSK-DAD yo6ntemi ile flavonoid tayin yontemini uyguladigimiz Hypericum
tirleri arasindan H. perforatum toprakiistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonda (HPH)
baslica flavonoid bilesikleri RU (15.6 mg/g ekstre), KER (5.55 mg/g ekstre), MiR (1.5
mg/g ekstre) bulunurken, H. thymopsis toprakiistii kisimlarindan hazirlanan inflizyonda
RU (3.97 mg/g ekstre), MiR (3.78 mg/g ekstre) ve KER (0.31 mg/g ekstre), olarak tayin
edilmistir bulunmustur (Tablo 4.8). Zou ve arkadaslarinin yaptigi caligmada H.
perforatum toprakiistii kisimlarindan etanoli ile hazirladiklari flavonoidlerce zengin
ekstrenin  YBSK-MS analizi ile ana bilesenler olarak Rutin, kersetin hiperozit,
izokersitrin, kersitrin rapor edilmistir (Zou, vd., 2004). Silva ve arkadaslarinin yaptigi
baska bir ¢alismada ise H. perforatum ¢igekli toprakiistii kisimlarinin etanol ekstrenin
YBSK-MS analizi ile ana bilegenler olarak rutin, kamferol, biapigenin aglikonlar ile
kersetin, rutin, kamferol glikozitleri rapor edilmistir (Silva, vd., 2005). Calisgilan 2
Hypericum infiizyonunda tesbit edilen flavonoidler literatiir bilgileriyle olduk¢a uyumlu

goriilmektedir.

Literatiir verilerimize gore c¢alismamiz, H. thymopsis tiriiniin flavonoidleri

hakkinda simdiye kadar yapilmis ilk ¢alisma 6zelligi tagimaktadir.

Malabaila secacul toprakiistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonda (MSH) baslica
RU (5.12 mg/g ekstre), MiR (3.44 mg/g ekstre), KER (0.35 mg/g ekstre) flavonoid
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bilesikleri bulunurken, meyvalar dan hazirlanan infiizyonda (MSM) ise RU (4.72 mg/g
ekstre), MIR (2.91 mg/g ekstre) ve KER (0.31 mg/g ekstre) oldugu tesbit edilmistir.
Sonuglardan da anlasilacagi gibi Malabaila secacul toprakiistii kisimlari, meyvalarindan

daha fazla miktarda flavonoid bilesigi tasimaktadir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8’de gosterildigi gibi, Nepeta congesta toprakiistii kisimlarindan
hazirlanan inflizyonda (NCH) en bol bulunan flavonoid bilesiginin RU (0.67 mg/g ekstre)
oldugu, onu MIR> KER> API> LUT izledigi goriilmiistiir. Nepeta tiirlerinin polifenolik
bilesikleri tizerinde gergeklestirilen ¢ok sayida bilimsel ¢alisma bulunmaktadir. Akdeniz
ve arkadaslarinin Nepeta congesta ssp. crypthantha toprakiistii kisimlari etanol ekstresi
lizerinde yaptig1 calismada baslica flavonoid rutin (RU olmak {izere apigenin ve
hesperidin tesbit edilirken (Akdeniz, vd., 2020), Nepeta tiirlerinde tip ve konsantrasyon
acisindan flavonoidlerin kapsamli dagiliminin incelendigi bir baska ¢alismada ise yine
rutin (RU) (0.02-0.51 g/ kg) ana bilesen olarak rapor edilmistir (Azizzian vd., 2021). N.
cataria metanol ekstresinin n-butanol fraksiyonundan ise apigenin ve luteolin aglikonlari
ve glikozitleri izole edilmistir (Modnicki vd., 2007). Iran’da yetisen 4 Nepeta tiiriinden
N. kotschyi, N. menthoides, N. crassifolia, N. cataria tohumlarinin metanol ekstresinde
UPLC/-MS/MS yontemiyle luteolin, apigenin, rutin, kersetin, naringenin olmak 5 adet

flavonoit varlig1 belirtilmistir (Hadi vd., .2017).

Tez kapsaminda ¢alisilan tirlerden hazirlanan inflizyonlarn antioksidan
aktiviteden sorumlu oldugu diisiiniilen fenolik asitlerin belirlenmesi ve miktar tayinleri,
daha Once tarafimizca gelistirilen yontemde belirtilen kosullarda RP-C18 kolon ve
gradient eliisyon kullanilarak 280 nm’de YBSK-DAD sisteminde gerc¢eklestirilmistir
(Oztiirk vd., 2007).

Calisilan Achillea tiirlerinin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonlardan A.
milleifolia toprakiistii kistmlarinin (AMH) inflizyonunda en fazla bulunan fenolik o-KU
(16.94 pg/g ekstre ) olurken, onu FA > RA > tr-SI >KA bulunurken diger Achillea
tirlerinde bulunan izledigi goriilmektedir. Diger Achillea tiirlerinden AKH’da ana fenolik
asit RA ve KLA bulunurken, APH infiizyonunda RA> FA> KA bulunurken, KLA ‘e
rastlamamustir (Tablo 4.9). Literatiir verilerimize gore, Achillea, flavonoid glikozitlerinin
yan1 sira klorojenik, kafeik, dikaffeoilkinik gibi hidroksisinnamik asitler ve vanilik ve

siringik asitler gibi hidroksibenzoik asitlerin varligi tesbit edilmistir (Qureshi vd.,2016)
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Calismamizda A. phrygia inflizyonunda ana bilesenler olarak FA, RA, tr-Si ana bilesen
olarak bulunurken (Tablo 4.9), Zengin ve arkadaslarinin ¢alismasinda sulu ekstrede ana

bilesen klorojenik asit, yaninda sinapik asit oldugu rapor edilmistir ( Zengin vd., 2017).

N. congesta var. Congesta (NCH) infiizyonunda ise major fenolik asitler KLA ve
RA tesbit edilmistir (Tablo 4.9). -Lamiaceae familyasina ait aromatik bitkilerin en 6nemli
fenolik maddelerinden biri olan rosmarinik asit, ¢calismanin literatiir verileriyle uyumlu
oldugunu gostermektedir. Literatiir incelememize gore, YBSK-DAD yontemiyle fenolik
bilesikleri incelenen Bati Azerbaycan-iran bolgesinden Haziran-Temmuz aylarinda
toplanan N. congesta toprak iistii kisimlarmin metanol ekstresinde basta ferulik asit (9,30
+ 0,219 kg DW toz) olmak iizere klorojenik, kafeik ve kumarik asitler icerdigi
belirtilmistir (Azizian vd.,2021). Van’da yetisen N. congesta var. Crypthantha
ciceklerinin etanol ekstrelerinde en bol bulunan fenolik asit, rozmarinik asit (4.317.20

ng/g) olarak tespit edilmistir (Karademir vd.,2020).

Wang ve arkadaslar1 L. barbarum meyvalarindan hazirladiklart %80 MeOH
ekstresinin asidik fraksiyonunda YBSK-DAD sisteminde klorojenik asit (12.4 pg/g),
kafeoilkinik asit (0.34 ng/g), kafeik asit (3.73 pg/g) ve p-kumarik asit (6.06 pg/g)
varligint rapor etmislerdir (Wang, vd., 2010).

L. barbarum meyvalarin iizerinde UBSK-UV yo6ntemiyle gergeklestiren validasyon
calismalarinda 3,4-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 3-hidroksibenzoik asit,
hippurik asit, kafeik asit, vanillik asit, 4-hidroksi-3-metoksifenilasetik asit, 3-( 2,4-
dihidroksifenil) propiyonik asit, p-kumarik asit, ferulik asit bulundugu tesbit edilmistir.
(Magiera vd.,2015) Ayrica, birgok ¢alismada L. ruthenicum, L. barbarum, L. chinense, L.
barbarum var. auranticarpum, ve L. yunnanense,L. chinense var. potaninii
meyvalarinda hidroksi sinnamik asit tiirevlerinden basta kafeik asit, olmak iizere
Klorojenik asit , p-kumarik asit ve ferulik asit tanimlanmistir  (Inbaraj vd., 2010, Jarouche
vd ., 2019, Zhao vd ., 2019).

YBSK-DAD c¢alismamizda H. perforatum toprakiistii kisimlarindan hazirlanan
infiizyonda (HPH) baslica fenolik asitler sirasiyla FA> tr-SI >KLA>0-KU >protoCA >p-
KU tayin edilirken, H. thymopsis toprakiistii kisimlarindan hazirlanan infiizyonda (HTH)
ise sirastyla KLA> tr-SI> proto CA> KA tayin edilmistir (Tablo 4.9). Daha énce H.

perforatum, sulu ekstrelerinin degerlendirilen makalemizde (Oztiirk vd., 2007) sirastyla,
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proto CA > KLA > tr-SI, ayrica H. thymopsis ile yapilan yayimlanmamus tez (Okyay,
2020) sonuglarina gore toprak istii kisimlarindan hazirlanan sulu ekstrede major fenolik
asit KLA (67.55 mg/g bitki) ayrica FA > p-KU > 0-KU tesbit edilmis olmasi

sonu¢larimizi dogrulmaktadir.

Miktar tayini ¢alismalarimiz disinda ¢alisilan tiirlerden hazirlanan inflizyonlarin
toplam fenol ile flavonoid ve fenolik asit miktarlari géz oniine alinarak, antioksidan

aktivite calismalar1 da gergeklestirilmistir.

Calisilan inflizyonlarin  DPPH* (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal
stiptiricti aktiviteleri Sanchez-Moreno ve arkadaslari (1998) tarafindan modifiye edilmis
yontem kullanilarak tayin edilmistir. Sonuglar test edilen konsantrasyonda % inhibisyon
olarak degerlendirilmis, sonuglar sentetik antioksidan BHT’nin % inhibisyonu ile
karsilastirilmis ve Tablo 4.10°da verilmistir.

Caligilan tiirlerden hazirlanan infiizyonlardan sentetik antioksidan BHT (%inh 55.53) ile
karsilastirilacak derecede giiclii antioksidan aktivite veren tirler H. perforatum (HPH
%inh 44.99) ve H. thymopsis (HTH %inh 31.89) ile Malabaila secacul (MSM ve MSH
% inh 35.32-38.81 sirasiyla) olarak tesbit edilmistir. Diger inflizyonlar ise s1 en diisiik
aktivite ise Lycium meyvalar ile hazirlanan inflizyonlarda goriilmiistir; BHT (%inh
55.53)> AMH (%inh 35.71)> AKH (%inh 35.12) >APH (%inh 35.08)> NCH (%inh
32.74)> LBM (%inh 21.88)> LSM (%inh 21.13)> LDM (%inh 19.64) seklinde
siralanmistir (Tablo 4.10). Literatiire verilerimize goére, H. perforatum toprakiistii
kisimlarindan kaynar su ile hazirlanan infliizyonda (Alahmad vd., 2022) ve etanol
ekstresinde (Zou vd., 2004) yiiksek DPPHe iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki rapor

edilmistir.

H. thymopsis ¢igeklerinin metanol ekstresi, yapraklardan hazirlanan metanol
ekstresinden dafa fazla DPPHe iizerinden serbest radikal siipiriicii etki gostermistir,
bunun nedeni cigeklerin yapraklardan daha fazla polifenolik bilesik tagimasi olarak

gosterilmistir (Kog, E. 2021).

Yaseen ve arkadaslari, A. millefolium'un hidro alkolik ekstrelerinin, proton verme

yeteneginden dolayr antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve ekstrenin standart
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antioksidanlarla karsilastirildiginda serbest radikalleri yiiksek oranda siipiirdiigiinii rapor

etmislerdir (Yaseen, vd. 2017).

A. millefolium'un yiiksek oranda toplam fenolik madde igerigine sahip yaprak ve
govdesinden hazirlanan hidro alkolik ekstrelerinin standart askorbik asit ile
karsilastirildiginda yiiksek oranda DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii aktivite
tasidigr belirtilmistir (Yaseen vd., 2017). A. phrygia metanol ve su ekstrelerinin etil asetat
ekstresine gore daha giiclii DPPH {izerinden serbest radikal siipiiriicii yetenekleri oldugu

bulunmustur (Zengin vd., 2017).

Yunanistan’da yetisen, agustos ve ekim aylarinda toplanan L. barbarum ve L.
chinense meyvalarinin arastirildigi ¢alismada agustos ayinda toplanan L. barbarum
meyvalarinin - DPPH  {izerinden tayin edilen antiradikal aktivitesi L. chinense
meyvalarindan ve her iki tiirlin ekim ayinda toplanan 6rneklerinden daha yiiksek olarak

tesbit edilmistir (Skenderidis, vd., 2019)

Zengin ve arkadaslarimin Malabaila lasiocarpa toprakiistii kisimlarindan
hazirladiklar farkl: polaritedeki ekstrelerden en yiiksek DPPHe serbest radikal siipiiriicii
etki gosteren ekstre, 6nemli oranda TFM tasiyan metanolik ekstre olarak tesbit edilmistir
(Zengin, vd.2022).

N. congesta var congesta’dan hazirlanan farkli polaritedeki ekstrelerin calisildigi
yiksek lisans tezinde en giigli DPPHe serbest radikal siipiiriicii etki gosteren ekstre
inflizyon ¢ozeltisi (IC50=0.53 mg/mL) ve metanollii ekstre (IC50= 0.79 mg/mL) olarak
rapor edilmistir. Kloroform ve etil asetatli ekstrelerin inflizyon ve metanollii ekstreye gore
daha diisiik antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (sirasiyla IC50= 2.72 mg/mL ve
IC50=2.13 mg/ mL. (Karademir, A., 2021). Haziran-Temmuz aylarinda Bati
Azerbaycan-iran bolgesinden toplanana 4 Nepeta tiiriiniin toprak iistii kisimlarinin
metanollii ekstrelerinin  DPPHe serbest radikal siipiiriicii etkilerinin arastirildigi
calismada, TFM ve flavonoid bilesiklerce zengin N. cataria ekstresi, N. saccharata, N.
congesta, N. racemosa metanol ekstrelerinden daha aktif bulunmustur (Azizian vd.,
2021). Nepeta heliotropifolia (NH) and N. congesta subsp. Cryptantha ¢i¢cek ugucu
yaglar1 ve polar ekstrelerinin DPPHe serbest radikal siipiiriicii etkilerinin arastirildigi
calismada fazla miktarda TFM tasiyan polar ekstrelerin ucucu yaglardan daha yiiksek

aktivite gosterdikleri, ayrica N. congesta subsp. Cryptantha ekstresinin Nepeta
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heliotropifolia ekstresinden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Akdeniz vd., 2020).

Ayrica, Infiizyonlarn ABTS® radikal katyon renksizlestirme kapasitesine gore
Olglilmiis antioksidan aktiviteleri pozitif kontrol BHT ve askorbik asit (ASA)

c¢ozeltilerinin sonuglar1 baz alinarak degerlendirilmistir (Tablo 4.11).

Calisilan inflizyonlar (5 mg/mL) arasindan BHT ve askorbik asit (ASA)
cozeltisine (%96.24 + 0.49) en yakin ABTSe % inhibisyonu DPPHe serbest radikal
stipiiriicti etkide de oldugu gibi HPM infiizyonunda (% inh %37.55 £ 0.09) goriilmiistiir.
Diger ekstrelerin ABTSe % inhibisyon degeri sirastyla ASA> BHT> AMH (%34.07 + 0.
39)> HTH (%29.41 + 0.04)>NCH (%17.59 + 0.24) APH> LSM> olarak gozlenmistir
(Tablo 4.11).

Water ve arkadaslariin A. millefolium gigekleri, yapraklari ve tohumlarinin su ve
etanol ekstrelerinin ABTS radikali tizerindeki etkisini inceledikleri ¢calismada, en yiiksek
aktivite ¢iceklerin etanol ekstresinde (%97.40), en disiik aktivite tohumlarin sulu
ekstresinde (%55.76) gorilmiistir (Water vd.,2013). Baska bir c¢alismada, Achillea
phrygia c¢igeklerinden hazirlanan sulu, etil asetat ve metanol ekstrelerinin en yiiksek
ABTS radikali renksizlestirme etkisi sulu ekstrede (36.55 + 6.46mgTE/g), en diisiik
aktivite ise tohumlardan hazirlanan etil asetat ekstresinde (124.64 + 0.51mgTE/g ) oldugu
gorilmiistiir (Zengin vd., 2017).

Necip ve arkadaglarinin H. perforatum cigekleri ve yapraklarinin su ve metanol
ekstrelerinin ABTS radikali lizerindeki renksizlestirme etkisini inceledikleri ¢alismada,
en yiiksek aktivite sulu ekstresinde (% 61), en diisiik aktivite metanol ekstresinde (%31)
goriilmiistiir (Necip vd., 2019).

Kog¢, E.’nin hazirladigi yiiksek lisans tezinde H. thymopsis c¢icek ve
yapraklarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin ABTS radikali tizerindeki etkisini
inceledikleri ¢alismada, en yiiksek aktivite yapraklarin etanol ekstresinde (87.42 ug/ml),
en diisiik aktivite gigeklerin etanol ekstresinde (243.40 pg/m) goriilmiistir (Kog vd.,
2019).
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Skenderidis ve arkadaslarimin L. barbarum meyvelerinin ABTS radikali
tizerindeki etkisini inceledikleri ¢alismada sulu ekstrelerin yiiksek aktivite (192 ila 407

ng/mL) gosterdigi goriilmiistiir (Skenderidis vd., 2019).

Karademir, A. nin hazirladig1 yiiksek lisans tezinde Nepeta congesta var congesta
herbasinin su, etil asetat, hekzan ve metanol ekstrelerinin ABTS radikali tizerindeki
etkisini inceledikleri ¢alismada, en yiiksek aktivite inflizyon ekstresinde (%53.15 £ 0.04),
en diisiik aktivite ise hekzan ekstresinde (%23.01 £ 0.04) goriilmiistiir (Karademir, 2021).

Zengin ve ark.larimin Malabaila lasiocarpa Boiss sulu, hekzan ve etanol
ekstrelerinin antioksidan etkisinin inceledikleri ¢alismada, en yiiksek ABTS radikalini
renksizlestirme kapasitesi sulu ekstresinde (54.11 + 1.44 mg TE/g), en diisiik aktivite
heksan ekstresinde (3.45 + 0.75mg TE/g) goriilmiistiir (Zengin vd., 2022).

Sonug olarak, YBSK-DAD yontemi ile yontem gelistirme ¢alismasi igin segilen
bes flavonoid bilesiginin (API, LUT, RU, MIR ve KER) varhig, calisilan bitki
inflizyonlarinda dogrulanmus, miktarlar1 belirlenmistir. Ayrica inflizyonlarin toplam
fenolik madde miktarlar1 ve fenolik asit miktarlar1 belirlenerek, DPPH radikal siipiiriicii
etkileri ve ABTS radikalini renksizlestirme kapasitesi ile antioksidan potansiyelleri

oldugu gorilmiistir.

Bu sonuglarin disinda, birgok cinsin ofisinal tiirleri disinda kalan tirlerinin
kimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi yok denecek kadar az oldugu icin Malabaila secacul,
Achillea phrigia, Lycium shawi gibi tiirlerden hazirlanan inflizyonlarin flavonoidleri,
fenolik asitleri ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi da bu c¢alismanin Gnemli

kazanimlarini olusturmaktadir.

Bununla birlikte, az miktarda bitkisel materyalden hazirlanan bitkisel ilaglarin
varsayilan farmakolojik Ozelliklerinin tam olarak dogrulanabilmesi i¢in flavonoidler,
fenolik asitlerden baska diger fitokimyasal bilesenlerinin belirlenmesi Ve olasi etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in farkli farmakolojik 6zelliklerin deneysel kanitlarina ihtiyag

oldugunu sodyleyebiliriz.
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