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1. OZET

Primula vulgaris (Cuha Cigegi) Ekstraktlarinin HPLC ile Karakterizasyonu

ve Biyolojik Aktivitesinin Incelenmesi

Yapilan ¢alismada Trabzon Bostanci, Akgaabat ve Magka yorelerinden 2013 yih
Haziran ayinda toplanan Primula vulgaris subsp. vulgaris ve Primula vulgaris subsp.
sibthorpii tiirlerinin biyolojik aktif bilesenlerinin yapisinin aydinlatiimas: ve antioksidan

Ozelliklerinin tespit edilmesi amaglandi.

13 adet fenolik bileseni ters faz—yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-
HPLC-UV) ile analiz edildi. Akgaabat, Magka ve Bostanci bélgesinden toplanan
Primula vulgaris bitkisinin ¢igek ve yaprak-dal kisimlari olan 8 adet numunemizin
hepsinde protokatekuik asit, p-hidroksi benzoik asit, gallik asit, vanilik asit ve rutin
degisen konsanstrasyonlarda tespit edildi. Siringik asit, epikatesin ve luteolin ise higbir

bitki drneginde tespit edilemedi.

Sulu ve etanolik Primula vulgaris ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri, toplam
fenolik madde, demir (I1l) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP) ve DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi testleri kullanilarak tayin edildi.
Toplam fenolik madde miktarlart gallik asit standardina gore tayin edildi. FRAP
degerleri Troloks esdegeri antioksidan giic (TEAP) ve DPPH radikali temizleme tayini
sonuglart SCsp olarak ifade edildi. Toplam polifenol testinde en yiiksek deger
TSB(¢)e’de 20.893 mg GAE/g numune olarak tespit edilirkenen diisiik deger MVS(y-
d)e’de 2.266 mg GAE/g numune olarak tespit edildi. En yiiksek DPPH radikal
temizleme aktivitesi ve en diisiik radikal temizleme aktivitesi, sirasiyla, Bostanci
yoresine ait TSB(¢)e’de 0.256 mg/mL ve Akgaabat yoresine ait ASM(y-d)e.‘de 7.858
mg/mLolarak bulundu. En yiiksek FRAP degeri MVS(¢)e’de 223.11 pumol Troloks/g
numune; en disik deger ASM(y-d)e’de 15.93 pmol Troloks/g numune olarak tespit
edildi. Sonug olarak Primula vulgaris ekstraktlarinin hem ¢icek hem de yaprak-dal

kisimlarinda degisik diizeylerde antioksidan aktivitelerinin varligi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Antioksidanlar, HPLC, Tibbi bitkiler



2. SUMMARY

Characterization By HPLC of Primula vulgaris Extracts and Examination of

Biological Activity

In this research, it is aimed to enlighten the bioligic structure of the active
components of Primula vulgaris subsp. vulgaris ve Primula vulgaris subsp. sibthorpii
species, which were picked from Trabzon Bostanci, Akcaabat and Magka regions in

2013, and to identify the antioxidant features of them.

13 phenolic component was analysed by reversed phase - high performance liquid
chromatography (RP-HPLC). In all of the 8 samples from Primula vulgaris plant’s
flower and leaf-branch parts, protocatecuic acid, p-hydroxybenzoic acid, gallic acid,
vanillic acid and routine was found variable concentrations. Syringic acid, epicatechin

and luteolin couldn’t be identified in these samples.

The antioxidant activities of aqueous and ethanolic extracts of Primula vulgaris
was defined by using total phenolic material, iron (Ill) reducing antioxidant power
(FRAP) and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging activity tests.
Total phenolic contents were determined according to the gallic asid standart. FRAP
rates were explained as Trolox equivalent antioxidant power (TEAP) and DPPH radical
scavenging assay results were explained as SCsp. In total polyphenol test, the highest
rate was found as 20.893 mg GAE/ g sample in TSB(¢)e, on the other hand, the lowest
rate was found as 2.266 mg GAE/ g sample in MVS(y-d)e. The highest DPPH radical
scavenging activity were found to be TSB(¢)e in Bostanci area with 0.256 mg/mL and
ASM(y-d)e in Akgaabat area with 7.858 mg/mL, respectively. The highest value of
FRAP was found as 223,11 umol Troloks/g sample in MVS(¢) and the lowest value was
found as 15.93 umol Troloks/g sample in ASM(y-d). In conclusion, in both flower and
leaf-branch parts of Primula vulgaris extracts, existance of antioxidant activities in

different levels were found.

Key Words: Antioxidants, HPLC, Medicinal plants



3. GIRIS ve AMAC

Tirkiye, bitki tiir ve cesitleri bakimindan diinyanin en zengin {ilkelerinden
birisidir. Diinyada var oldugu tahmin edilen bitki tiirlerinin sayisinin yaklasik olarak
250 000 ile 750 000 arasinda degistigi bilinmektedir (1). Tim Avrupa Kitasi’nda
yaklasitk 12 bin bitki tirii yer alirken Tiirkiye’de 12 binden fazla bitki tiiri
bulunmaktadir (2). Tiirkiye 174 familyaya ait 1251 cins ve 12 binden fazla tiir ve tiir alt1
taksonu ile olduk¢a zengin bir floraya sahiptir (3,4). Bu bitkilerin 1000’den fazlasi ilag

hammaddesi olarak kullanilmaktadir (5).

Modern tibbin ve sentetik ilaglarin bu denli gelismis olmasina ragmen, bugiin
diinya niifusunun ¢ogunlugunda bitkisel amagh tedavi yollar1 olduk¢a yaygin
kullanilmaktadir. Bu durum bize bitkilerin o6nemli ila¢ kaynaklar1 oldugunu
gostermektedir. Sentetik ilaglarin yerine bitkisel ilaclarin kullanilmasinin altinda gesitli
sebepler yatmaktadir. Oncelikle bitkisel kaynaklara ulasmak sentetik ilaglara
ulagsmaktan daha ucuz ve daha kolaydir. Bunun yaninda halk arasinda uzun zamandir
tedavi amagcla kullanilan bitkilerin daha az yan etkilerinin olmasi ikinci tercih
noktasidir. Bir de bazi sentetik ilaglarin her zaman bulunmamasi hastalara sorun
yasatmaktadir. Ekonomik yonden yeterince gelismemis, kalkinmakta olan iilkelerdeki
insanlarin bitkilerden yararlanmak, kolay ve ucuz bir tedavi imkani elde etmek

istemeleri diger bir sebebi olusturmaktadir.

Sifali bitki olarak isimlendirilen bazi bitkilerin ‘‘kocakar1 1ilac1’” olarak
adlandirilip, bilingsizce kullanildigi maalesef bilinen ger¢eklerdendir. Sifali bitkiler her
ne kadar kokenini kocakari ilaglarindan almis olsa bile toplumda yerlerini korumus ve
giiniimiize kadar gelebilmistir. Ne yaziktir ki gilinlik yasamimizda ayaklarimizin
arasinda dolasan bir¢cok bitkinin c¢esitli rahatsizliklara 1yi geldigi bilinmemektedir.

Sentetik ilaglarin hammaddesini bitkiler olusturmaktadir.

Bu caligmanin amaci, tibbi amagla kullanilan ilaglarin bir¢ogunun bitkisel
kaynakli olmasi ger¢eginden yola ¢ikarak Primula vulgaris subsp. vulgaris ve Primula
vulgaris subsp. sibthorpii bitkilerinin kimyasal bilesimini aydinlatmak, antioksidan

ozelliklerini ortaya ¢ikarmaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Primula vulgaris Hakkinda Genel Bilgi

Primula L. cinsi, Primulaceae familyasinin en biiyiik cinsi olup diinyada Primula
cinsine ait tiirlerin siis bitkisi olarak yaygin sekilde kiiltiirii yapilmaktadir (6). Primula
cinsi, diinyada 425 tiir ile temsil edilmekte olup (7) bunlarin %751 Himalaya daglarinda
ve Bat1 Cin’de yayilis gostermektedir (8). Primula cinsi lilkemizde 3 alt cinste yer alan
8 tiir ve bu tiirlere bagli 11 takson ile temsil edilen bunlardan P. davisii W.W. Sm ve
P.longipes Freyn & Sint. taksonlari, iilkemizin 6énemli gen kaynaklari i¢inde yer alan
endemik bitkilerdir (9). Primula cinsinin baz tiirleri halk ilaci olarak kullanilmaktadir
(10). Ozellikle P. veris L., P. vulgaris Huds. ve P. elatior (L.) Hill tiirlerinin yaprak ve
rizomlarindan elde edilen 6ziitlerin diiiretik, antispazmodik, agr1 kesici, ates diisiiriicii,
balgam sokiicti, oksiiriik giderici, sakinlestirici, uykusuzluk hastaliklarini giderici olarak
ve soguk alginligi, akut ve kronik bronsit hastaliklarinin tedavisinde eski tarihlerden bu

yana yaygin olarak kullanildig1 bilinmektedir (Sekil 1), (5, 10, 11).

Sekil 1. Primula vulgaris Genel Goriiniisii

Alem : Plantae (Bitkiler)

Bolim  : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Smif  : Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
Takim : Ericales

Familya: Primulaceae (Cuha ¢igegigiller)


http://tr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ericales
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Primulaceae&action=edit&redlink=1

Cins  :Primula
Tiir : Primula vulgaris
Alttiir 1.: Primula vulgaris subsp. vulgaris

Alttir 2.: Primula vulgaris subsp. sibthorpii

Primula vulgaris subsp. vulgaris: Cigekleri agik sar1 veya beyaz renklidir.
Tiirkiye’deki bitkiler 500-2100 m arasindaki yiikseltilerde bulunurlar. Avrupa-Sibirya
elementidir. Cigeklenmeleri Mart ve Haziran aylar1 arasinda gerceklesir. Genellikle
golgeli veya acgik ¢ayirlik alanlar, yapragini doken veya her dem yesil agaclarin alt1 ve

cayirliklar gibi nemli alanlarda yayilis gosterirler.

Primula vulgaris subsp. sibthorpii: Cicekleri mor-pembe ile leylak rengi bazen
beyazdir. Tirkiye’deki bitkiler 1-850 m arasindaki yiikseltilerde yayilis gosterirler.
Ciceklenmeleri Mart ve Mayis aylar arasinda gergeklesir. Maki, mese ormanlari, findik
bahgeleri, cayirlar, ¢aliliklar ve ¢imenlik alanlarda ve siklikla nemli bolgelerde bulunur.
Tiirkiye’nin bat1 bolgelerinde Primula vulgaris subsp. sibthorpii diisiik yiikseltilerde
bulunur (12).

4.2. Bitkilerin Tedavi Amach Kullanilmasi

Diinya var oldugundan beridir hastalik etkenlerinin diinya iizerinde mevcut
oldugu, dolayisiyla ilk insanlarin dahi hastaliklara karsi bir korunma yontemine sahip
oldugu diisiiniilmektedir. ilk ¢aglardan kalan arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin
elde etmek ve saglik sorunlarimi gidermek i¢in Oncelikle bitkilerden faydalanmiglardir

(13).

Yiizyillardan beri siiregelen insan ve bitki arasindaki bag sonucunda giiniimiizde
tim diinyanin kabul ettigi ve 6nemli arastirmalarin yapildigi etnobotanik bilim dali

dogmustur (13).

“T1bbi bitkilerle tedavi’ anlamina gelen ‘fitoterapi’ terimi ilk kez Fransiz hekim
Henry Leclerc (1870-1955) tarafindan kullanilip tip litaratiiriine kazandirilmistir.
Gilinlimiizde eczanelerde satilan ilaclarin birgogu bitkisel kaynakli ya da bitkisel
kaynakli bilesiklerin sentezlenmis tiirevidir. Sentetik olarak elde edilen ilaglarin
istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlar1 tekrar bitkisel kaynakli ilaglar1 kullanmaya

yonlendirmistir. Bu amacla yeni bitkisel ilag hammaddeleri bulmak iizere bitkiler



lizerine yapilan arastirmalar giin gegtikce artmaktadir. Romanya, Macaristan, Cin, Kore,
Japonya ve Bulgaristan gibi birgok iilkede bitkilerle tedavi bir devlet politikasi halinde
yuritiilmektedir (10,14,15,16,17).

4.3. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijen insan yasamui i¢in ¢ok gerekli olmakla birlikte metabolik yollarin birincil
oksidan molekiiliidiir. Oksidatif stres oksijen kullanan metabolik yollardan
kaynaklanmakta olup oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur. Oksidatif stres; kanser, kalp hastaliklari,
yaslanma, diyabet ve diyabetin komplikasyonlar1 gibi pek c¢ok patolojik tablonun
patogenezi ile yakin iliskidedir. Oksidatif stres karbohidratlar, proteinler, niikleik asitler
ve lipidler gibi bir¢cok biyomolekiile zarar vermektedir. Karbohidratlar oksidatif stres
iriinleri olan serbest radikallerle reaksiyona girerek karbon merkezli radikallere
doniismektedirler. Hidroksil radikali niikleik asitlerin yapisindaki pentoz fosfat yapiya
saldirarak ¢esitli degisikliklere neden olmaktadir. Son yillarda niikleik asit yapisindaki
8-hidroksi guanozin Ol¢iimii oksidatif hasar gostergesi olarak kullanilmaktadir.
Proteinlerin yapisindaki triptofan, tirozin, metiyonin, prolin, histidin, fenil alanin amino
asitleri degisiklige ugrayarak oksidatif stresten etkilenmektedirler. Lipidler oksidatif
stres neticesinde peroksidasyona maruz kalarak membranlarin yap1 ve fonksiyonlarinda
degisiklikler meydana getirir. Peroksidasyonla olusan malondialdehid, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanmasi ve polimerizasyonuna sebep oldugu icin oksidatif

stresin gostergesi olarak kullanilmaktadir.

Serbest radikal; bir¢ok fizyolojik veya patolojik yontemlerle iiretilen bir veya
daha fazla eslesmemis elektronu bulunan herhangi bir atom veya molekiildiir. Bir
bilesik bir elektron kaybederek veya ilave bir elektron alarak serbest radikal
olusturabilir. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiikli veya ndtral olabilirler.
Radikaller daha biiyiik bir yapinin parcasi olabilir veya kiigiik ve serbestce difiize
olabilen tiirler halinde olabilir (18).

Bugiin radikallerin pek ¢ok hiicrede molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina
yol agtigi 1yi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve doku yikiminda rol oynadigi
kabul edilmektedir (19). Bu bilesikler organizmada normal metabolik yollarin isleyisi

sirasinda olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Serbest radikallerin



sigara, alkol ve lipid metabolizmasi iirlinleri, viriisler, glines 1sinlari, X 1sinlart ve
kozmik 1sinlar, sanayi atiklari, otomobil egzoz gazlari, ozon, agir metaller, kirli su ve
havanin etkisiyle de olusabildigi bilinmektedir (20). Ayrica serbest radikaller aktive
olmus fagositler, nitro furantoin, bleomisin, doksorubusin, adriamisin gibi
antineoplastikler ve stres sonucu biyolojik olarak {iretilir. Cok kisa yasam siireli, ancak
yapilarindaki dengesizlik nedeni ile ¢ok reaktif olan serbest radikaller, tim hiicre
bilesenleri ile etkilesebilme o6zelligi gostermektedir ve yararli biyomolekiillerin
fonksiyonlarmi yitirmesine neden olmaktadir. Giiniimiizde serbest radikaller kanser,
yaslanma, alzeheimer, ateroskleroz gibi ¢esitli hastaliklarin olusmasindan sorumlu

ajanlar olarak bahsedilmektedir.

Radikaller, serbest oksijen radikalleri ve oksijen icermeyen radikaller olarak ikiye
ayrilir (21). Igerdigi iki eslesmemis elektrondan dolayr molekiiler oksijenin kendisi
diger radikallerle kolayca reaksiyon verebilme yetenegine sahiptir. Molekiiler oksijen
organizmalar i¢in indirgenmis karbon bilesiklerinin oksidasyonunda enerji olusturmak
tizere kullanilan en son elektron alicis1 olup suya indirgenebilmesi i¢in dort elektrona
ihtiyac1 vardir. Biyolojik sistemlerde sik karsilagilabilen serbest oksijen radikalleri

Tablo 1°de verilmektedir.

Tablo 1. En Sik Karsilasilan Serbest Radikaller ve Ozellikleri

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin

Adi Simgesi Kimligi

Hidrojen radikali H’ Bilinen en basit radikal

Siiperoksit radikali 0,” Oksijen metabolizmasinin ilk ara tiriinii

Hidroksil radikali OH’ En toksik oksijen metaboliti radikali

Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif

Singlet oksijen 10 Yarilanma 6mrii kisa, gii¢lii oksidatif form

Perhidroksil radikali HO,’ Lipidlerde hizla ¢oziinerek lipid peroksidasyonunu artirmaktadir.

Peroksil radikali ROO™ Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipitlere lokalize olma
yetenegine sahiptir.

Triklorometil radikali CCly CCl, metabolizmas: iiriinii, karacigerde tiretilen bir radikal

Tiyil radikali RS’ Silfiirli ve giftlenmemis elektron igeren tiirlerin genel adi

Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen metaboliti

Azot monoksit NO’ L-argininden in vivo tiretilir.

Azot dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir.




Serbest oksijen radikalleri  biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin
cogunlugunu olusturur. Bu radikallerin biiyiik kismi aerobik solunum sirasinda
mitokondrilerde indirgenmis karbon birimlerinden alinan elektronlarin ¢esitli elektron
tastyicilardan gecerek molekiiler oksijene transferi esnasinda meydana gelir. Oksijenin
tam olarak indirgenmesi sonucu su, kismi indirgenmesi sonucu ise serbest oksijen
radikalleri olugur. Molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla siiperoksit (O;"), iKi
elektron almasiyla hidrojen peroksit (H;0,), li¢ elektron almasiyla ise hidroksil (OH)
radikali meydana gelir (22, 23).

Siiperoksit radikali (O,"), molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle
meydana gelir ve genellikle O," veya O, anyonu seklinde gosterilir. Siiperoksit radikali
aerobik hiicrelerde ve daha ¢ok elektron transfer sistemlerinde meydana gelir. Ayrica bir
¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla da meydana gelebilir (24). Siiperoksit
radikali diger radikallere gore daha az toksik etkiye sahiptir. Siiperoksit radikali, ytiklii
oldugu icin hiicre membranindan dogrudan gegemezken eritrosit membranlarindaki
anyon kanalindan ClI" ve HCOj3 iyonlarinin yer degistirmesiyle gecebilir. Siiperoksit
radikalinin zararli etkisi onun protonlanmasi ile ¢ok daha aktif bir radikal olan
perhidroksil radikalinin (HO,) meydana gelmesiyle ortaya ¢ikar. Siiperoksit radikali ile
perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girdiklerinde biri yiikseltgenirken digeri
indirgenerek reaksiyon sonucunda oksijen molekiilii ve hidrojen peroksit meydana gelir.
Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
meydana getirir. Reaksiyon sonunda radikal olmayan {irtinler olustugundan bu bir

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (25).

02 + e- — 02._ (1)
HO, + 02._ + H+ —) (), + H,0, (2)
20," + 2H" . H,0; + O @)

Hidrojen peroksit radikal olmamasina ragmen cesitli radikallerin olusumunda rol
oynar. Siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici hidroksil radikalini

olusturur (4).

H,0; + O, e "OH + OH" + O, 4



Hidroksil radikali (‘'OH), serbest oksijen radikalleri tiirlerinin en reaktif olarak
bilinen ve hiicrelerde mevcut olan tiim organik yapilara saldirabilme yetenegine sahip
oksidanidir. Hidroksil radikali hem iyonlastirici radyasyonun etkisiyle hem de hidrojen

peroksitin bir elektron alarak indirgenmesiyle de olusabilir.

H,0,’deki O-O baginin 1s1yla ya da iyonize edici reaksiyonla (1s1kla) homolitik
olarak parcalanmasi iki hidroksil radikali verir. H,O, ve Fe (II) tuzunun karigimi

sonucunda hidroksil radikali olusur (5).
Fe™? + HyO, mmmmm F*2 + "OH + OH" (5)

Bakir (I) tuzlari, Fe (II) tuzlarina goére daha hizli bir sekilde H,0, ile reaksiyona
girerek hidroksil radikali olusturur (6).

CU" + HpO ) e CU*2 + 'OH + OH" (6)

Hidroksil radikali olduk¢a reaktifdir ve yarilanma omrii ¢ok kisadir. Canli
sistemlerde olusur olusmaz en yakinindaki biyolojik molekiil ile reaksiyona girer.
Proteinlerdeki siilfidril gruplart (7) ve yag asitleri (8) hidroksil radikalinin etkisinde

kaldiklarinda ¢esitli etkilere sahip yeni rakikalleri olustururlar.
R-SH + "OH =t R-S" + H,0 ()

Serbest radikaller ve reaktif bilesikler oksidan veya prooksidan statiisiinde
degerlendirilir. Oldukga aktif molekiiller olan serbest radikallerin ¢ogalmasi canli
sistemlerde kontrol edilemeyen hasarlara yol acabilirler. Antioksidanlar, serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri etkisiz hale getirerek
hiicrenin zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik bilesik tasiyan

molekiillerdir (26).

Prooksidanlar (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) ise lipidler,
proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara ve bunun sonucunda ¢esitli patolojik olay
ve hastaliklara yol agan toksik maddelerdir. Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir
yasam i¢in antioksidanlari Onemli kilmaktadir (27). Ciinkii antioksidanlar,
prooksidanlar1 etkin bir sekilde indirgeyerek az zararli veya zararli olmayan iiriinlere

doniistiiriirler.



Antioksidanlarin insan sagligindaki yerini belirleyen en énemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢oziiniirliikleri, yapi-aktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan elde

edilebilmeleridir (28).

Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan {iretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
aliabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri),
flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu arastirmada meyve ve sebze
tilkketimi ile baz1 kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iligki

oldugu saptanmustir (29).
Antioksidanlar dort farkli sekilde etki ederler. Bu mekanizmalar:

1. Toplayicr etki
2. Bastirici etki
3. Onarict etki

4. Zincir kiricr etki

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma ya da ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile ¢evirme islemine toplayict etki denir. Antioksidan enzimler, trakeobronsial

mukus ve kii¢lik molekiiller bu sekilde etki gosterirler.

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirici etki denir. Vitaminler, flavanoidler,

trimetazidin ve antosiyanoidler bu tip bir etki gosterirler.

Serbest oksijen radikallerini  kendilerine baglayarak zincirlerini = kirip
fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye zincir kirict etki adi verilir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etkiye sahiptirler. Zincir kiric1 antioksidan
aktivitenin degerlendirilmesinde antioksidanin hem molekiil basina verebildigi elektron

ya da giderebildigi serbest radikal sayisi, hem de reaksiyon hizi 6nemlidir (30).

Antioksidanlarin en 6nemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Bu bilesikler
oksidatif sistemde farkli sekillerde davranabilirler. Hidroksil radikalleri gibi birincil
radikalleri tutma Ozelligini kullanarak zincir reaksiyonlarinin baslamasini onlerler,

metal iyon katalizorlerini baglarlar (31). Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler
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oldugundan zincir reaksiyonlarini (6rnegin lipidlerin oksidatif pargalanmasina yol acan
radikalik zincir reaksiyonunu) koparmalar1 sirasinda kendileri ylikseltgenerek
bozunurlar. Bu nedenle antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeyi (6rnegin biyolojik
makromolekiilleri) yalniz sinirli bir zaman i¢in koruyabilir ve belli bir noktadan sonra
madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi yiikseltgenmeye devam eder.
Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle, hidrojen veya elektron dondr
araclan olarak indirgeme potansiyelleri genellikle onlarin serbest radikal tutucu olarak

gostermis olduklar1 potansiyel ile ifade edilir (29).

Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olmak iizere baslica iki gruba
ayrilir. Dogal antioksidanlar etki mekanizmalarina gore enzimatik olanlar ve enzimatik
olmayanlar olarak iki smifa ayrilir. Sekil 2’de antioksidanlarin smiflandiriimasi

gosterilmistir.

Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD), oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin
zararli etkilerinden korur, lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Glutatyon peroksidaz
(GPx), hiicre iginde diisiik konsantrasyonda olusan peroksit triinlerinin (R,0;)
dismutasyonundan ve katalaz (KAT) ise yiiksek konsantrasyonda olusan hidrojen
peroksidin (H,0,) dismutasyonundan sorumlu enzimatik antioksidanlardir (23,24). Dort
hem grubundan olusan katalaz, aerobik solunum veya baska yollarla olusan hidrojen
peroksiti oksijen ve suya doniistiirerek zararli etkisinden organizmay1 korur. Katalaz, 60
kDa molekiil agirligima sahip olup hidrojen peroksit, metil etil hidroperoksitleri gibi
kiigiik molekiil agirlikli molekiilleri etkilerken biiyiik molekiil agirhigina sahip lipit
hidroperoksitleri etkilemez (23).

Karacigerde, genetik bilgiye ihtiyag olmadan sentezlenebilen bir tripeptit olan
glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korur. Ayrica proteinlerdeki -SH gruplarini indirgenmis halde tutarak bu
gruplar1 oksidasyona kars1 korur. Yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu, amino asidlerin
membrandan transportu, hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniismesini
engelleme gibi gorevleri olan enzimatik olmayan antioksidandir. Siiperoksit ve hidroksil

radikali toplayicisi olan bilirubin, {irik asit, albiimin, bakir iyonlarin1 baglayarak metal
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katalizli reaksiyonlar1 sinirlayan seruloplazmin, hemoglobin ve ferritin endojen kaynakli

enzimatik olmayan antioksidanlardir (32,21).

' ANTIOKSIDANLAR I

Dogal
Antioksidanlar

Enzimatik
Olmayanlar

Enzimatik Olanlar

Yapay
Antioksidanlar

-E Vitamini
-B-Karoten
-Askorbik Asit
-Polifenoller

Eksojen

—
[
_SOD Endojen
-Katalaz -Glufatyon .
-Gulutatyon -S?r.ulo;?lazmln
peroksidaz -Bilirubin
-Glutatyon-S- -Ferritin
transferaz -Laktoferrin
-Glutatyon -Urik asit
rediktaz .
-Haptoglobinler
-Albumin
J

Sekil 2. Antioksidanlarin Siniflandirilmast
4.3.1. Dogal Antioksidanlar

4.3.1.1. E Vitamini

Yagda c¢oziinebilir antioksidanlarin en yaygini olan E vitamini, basta hiicre

membranlar1 olmak {izere hiicrenin lipid kisimlarin1 korumaktadir (28). Tokoferoller ve

tokotrienoller olmak iizere iki gruba ayrilirlar ve her iki grup i¢in dort izomer (a-, B-, y-

ve 06-) vardir. Hemen hemen tiim gidalarda az miktarda dahi olsa bulunurlar. Bu

gruptaki en 6nemli antioksidan E vitamininin en aktif formu olan a-tokoferoldiir (33).
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Tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipid peroksil radikaline vererek
antioksidatif aktivite gostermektedirler. Tokoferoller 1s1ya kars1 olduk¢a dayaniklidirlar.
a-Tokoferoliin oksidatif kararliligi artirmada ve sicaklik arttikga oksidasyon hizini
azaltmada etkili oldugu bildirilmistir (34). Tokoferollerin genel yapilari sekil 3’de

gosterilmigtir.

R1 =R2 = R3 = Metil, a-Tokoferol R1 =R3 = Metil, R2 = H, B-Tokoferol
R1 = H, R2 = R3 = Metil, y-Tokoferol R1 =R2 =H, R3 = Metil, 6-Tokoferol

Sekil 3. Tokoferollerin Genel Yapilar

Tokoferoller lipofilik antioksidan olduklar1 i¢in LDL gibi plazma proteinlerinde
birikme egilimdedir. Bu grup antioksidanlarin bir radikal zincir reaksiyonu olan lipid
peroksidasyonu sonucunda olusan lipid peroksil radikallerini yakalamada ¢ok etkili
olduklar1 bildirilmektedir (35). Viicut membranlarinda bulunan E vitamini igerigi;
mikrozomal membranlari, LDL’yi ve diger organlari hidroksi, peroksi, alkoksi
radikalleri, tekli oksijen ve oksijen-metal kompleksleri gibi peroksidasyon bilesiklerine
karst koruyucu etki gostermektedir. Bu bilesikler sadece lipidlere zarar vermekle
kalmayip, ayni zamanda lipid hidroperoksitleri gibi alkoksi ve organik peroksi
radikallerine parcalanabilen ve lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarma neden
olabilen ikincil ara iriinler lretmektedir. Tokoferoller bu radikalleri yakalayarak

zincirin ilerleme basamagini durdurmaktadirlar (36).
4.3.1.2. Karotenoidler

Karotenoidlerden en iyi bilineni A-provitamini olarak da taninan p-karoten’dir ve
yapist sekil 4’de gosterimistir. A vitamini tek basina antioksidan 6zellik gostermez fakat

B-karoten kendiliginden antioksidan aktivite gosterir (37).
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Sekil 4. B-karotenin Yapisi

A vitamini, 6n maddesi olmadan viicut tarafindan sentezlenemediginden insanlar

ve tiim memeli hayvanlar i¢in digsaridan alinmasi zorunlu bir vitamindir.
4.3.1.3. C Vitamini (Askorbik asit)

Organizmanin en ¢ok gereksinim duydugu C-vitamini (Sekil 5), diger adiyla
askorbik asit, meyve ve sebzelerde bulunup, suda ¢6ziinebilen ve serbest radikalleri
dogrudan sondiirebilen giiclii bir antioksidan kaynagidir (38). C vitaminleri insan
viicudunda sentezlenmez, idrarla atildigindan viicutta depolanmaz dolayisiyla her giin

disaridan alinmasi gereken vitaminlerdendir.

HO

Z
Z
.

HO

HO OH

Sekil 5. Askorbik Asidin Yapisi (C vitamini)

Askorbik asidin antioksidan olarak rolii ¢ok yonlii olup, bu vitamin lipid

oksidasyonunu farkli mekanizmalarla 6nlemektedir:

e Serbest radikal ve oksijen yok edici olarak indirgen etkileriyle bazi1 okside
olabilir bilesikleri korumaktadir.

e Daha az reaktif olan semidehidroaskorbat ve dehidroaskorbik asit (DHAA)
radikaline doniismek suretiyle oksijen ve karbon merkezli radikalleri
indirgemektedir.

e Bazi antioksidanlari rejenere etmektedir (39).
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Nitrik oksit ile sliperoksidin reaksiyon {iirlinii olan peroksinitrit ¢ok kisa yari
Oomiirlii reaktif bir molekiildiir. Peroksinitritin zararl etkilerinin engellenmesinde birgok
antioksidan bilesik mevcuttur (40, 41). Peroksinitriti temizleme aktivitesi iizerine
yapilan c¢alismalarda flavanoidler, katesinler, hidroksiguanidinler, metalotiyonein,
indirgenmis nikotinamid niikleotidleri ve {irik asit bilesikleri kullanilmistir. Bazi
bilesikler peroksinitriti ortadan kaldirirken bazilar1 ise peroksinitritin gerceklestirdigi

degisikliklerin geri doniigiimiinii saglamaktadir.

Troloks, rutin, biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol
(BHA), sentetik olarak firetilen ve antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak

kullanilan antioksidanlardir.
4.4. Bitkisel Biyoaktif Bilesikler

Diinya var oldugundan beridir dogal bilesiklere verilen 6nem her gecen giin
artmaktadir. Dogal bilesiklerin bir kismi bitkiler tarafindan ikincil metabolizma iiriinleri
olarak sentezlenen molekiillerdir. Fitokimyasallar olarak adlandirilan bu molekiiller
mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere karsi koruyucu olarak rol
oynarlar. Bitkiler sinirsiz sayida aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme
kabiliyetine sahiptirler ve bu bilesiklerin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen

ile substitiiye olmus halleridir.
4.4.1. Fenolik Bilesikler

Butin bitkiler metabolizmalarinda, ikincil metabolizma triinleri olarak, ancak
bitkinin kendi metabolizmalarindaki rolleri yeterince bilinmeyen, dogal olarak
sentezlenen fenolik madde olusturmaktadirlar. Bu nedenle, bitkisel kokenli biitiin
gidalarda kendine 6zgii tadin1 ve rengini veren daima farkli nitelikte ve miktarda ¢esitli

fenolik bilesikler bulunmaktadir.

Fenoller, oksijenli aromatik bilesiklerden olup, bir veya daha fazla hidroksil (OH)
grubu tasiyan en az bir aromatik halkaya sahip organik maddelerdir. Suda orta derecede
olmak tizere alkol, eter gibi organik c¢oziiciilerde iyi c¢ozlnirler. Polifenoller;
flavonoidlein ¢ikis maddesi olarak bitkiler aleminin biiyiik bir kisminda mevcut olan,
fitokimyasallarin en genis kategorilerinden birini olusturan ve insan yasaminda gerekli

olan bilesiklerdir. Bitkilerde en yaygin bulunan polifenolik bilesikler basit fenoller,
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benzokinonlar, fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetil asitler, hidrosinnamik asitler,
fenilpropenler, kumarinler, naftakinonlar, kromoneneler, ksantonlar, stilbenler,
antrakionlar, flavonoidler ve ligninlerdir. Fenolik bilesikler basit fenolik asitler ve
flavonoidler olmak iizere iki ana baslikta incelenmektedir. Fenolik asitler, iki fenolik
bilesik olan benzoik asit (1) ve sinnamik asit (2) ten tiireyen bilesikler olarak karsimiza
cikarlar. Fenolik asitler genellikle bitkinin tag kisminda bulunur ve antioksidan 6zellik
gosterirler. Bitkilerde organik asit esterleri veya glikozitleri olarak yaygin sekilde
bulunan baslica fenolik asitler; gallik asit, p-hidroksisinnamik asit, trans-sinnamikasid
3,4-dehidroksibenzoik asit, vanillik asit, syringicacid, p-kumarik asit, o- kumarik asit,
kaffeik asit, ferulik asit, klorogenik asit, rosmarinik asit, absisik asittir. Baz1 onemli

fenolik asit bilesikleri Sekil 6°’de gosterilmistir.

! FENOLIK ASITLER |

Hidroksisinnamik Hidroksibenzoik
Asitler Asitler

Sekil 6. Baz1 Onemli Fenolik Asit Bilesiklerinin Kimyasal Yapis1

Ister fenolik asitlerde ve isterse de flavonoller veya flavonoidlerde olsun
bilesenlerin pozisyonu ve hidroksilasyon dereceleri antioksidan aktiviteyi belirlemede

Oonem tagimaktadirlar (42).

Insan beslenmesinde meyve ve sebze tiiketimi ile kanser arasinda negatif bir iliski
oldugu yapilan bilimsel ¢alismalarla ortaya konmustur. Ozellikle Akdeniz tipi beslenme
tipinde bol meyve ve sebze tiiketiminin kanserden kalp hastaliklarina kadar pek ¢ok
hastaligin yayginhigmin azaldigr dikkati c¢ekmektedir (43). Sebebini meyve ve

sebzelerin kalori degerlerinin karbonhidrat ve yaglara gore diisiik olmasi ve igerdigi

16



fenolik asitler, flavanoidler, antosiyaninler, karaotenoidler gibi fitokimyasal bilesenin
biyolojik olarak aktif molekiiller olmas1 seklinde agiklayabiliriz. Bitkiler sinirsiz sayida
aromatik ve alifatik bilesik sentezleme yetenegine sahiptirler. Fenolik asitler,
flavonoidler, taninler, kumarinler, ligninler, kinonlar, stilbenler, kurkuminoidler ve
antosiyaninler bitkilerin her tiirlii zararh etki ve oksidatif strese karsi korunmasindan
sorumlu olan bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin ¢ogunlugunun potansiyel olarak
antioksidan, antikarsinogenik, antimutagenik, antibakterial, antivital ve antiinflamatuar
Ozellige sahip oldugu yapilan c¢alismalarla ortaya konmustur (44,45,46,47,48).
Flavonoidler ve fenolik asitler major fenolik bilesikler olup onlarin sulu ve lipolitik
ortamlardaki yapilar: ile antioksidan iligkileri iizerine pek ¢ok c¢alisma yapilmistir
(49,50,51). Genel olarak antioksidan aktivite hidroksil gruplarinin sayisina ve
pozisyonuna; bilesen ve flavonoid molekiillerin glikolizasyonuna bagli olarak
degismektedir. Flavonoid yapidaki bazi hidroksil gruplarinin varligi antioksidan
aktiviteyi artirmaktadir. Kuersetin dietlerde en bol bulunan flavonol olup potansiyel bir
antioksidandir (52,53). Flavonoidler insan viicudu tarafindan iretilemedikleri igin

giinliik alinan besinlerden saglanmalidirlar.

Flavonoidler diizlemsel molekiillerdir. Flavonoid aglikonlar C-4’de bir karbonil
ve C-3’de bir hidroksil grubunun varligi, C-2 ve C-3 arasinda doymus bir tekli bag ve
C-3’de hidroksil grubu ve C-4’de karbonil grubunun olmadigi durumlarda yapi1 flavon,

flavonol, flavanon ve flavanol tipleri i¢cinde alt gruplara ayrilirlar.

Flavonoidler, genellikle suda ¢oziniirliklerini artiran ve inaktif formda
depolanmalarina izin veren glikozit formunda bulunurlar (54). O- ve C- olarak 2
glikozidik bag tipi vardir. C- glikozilasyon bolgesi aglikonun C-6 veya C-8
pozisyonuyla sinirhidir. O- glikozilasyon bolgesi genelde aglikonun fenolik hidroksil

grubunda bulunur (Sekil 7) (55).
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Sekil 7. Rutin’in Yapisi
4.5, Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Serbest radikal olusumunu engelleyici veya mevcut olan serbest radikalleri etkisiz
hale getirici 6zellige sahip her tiirlii bilesik antioksidan olarak adlandirilir. Bitkisel veya
dogal kaynaklarin antioksidan oOzellikleri iiretmis olduklar1 sekonder metabolit
ajanlardan ileri geldiginden bu ajanlarin yapilarini aydinlatmak ¢ogu zaman miimkiin
olamamaktadir. Ince tabaka, kolon, gaz ve likid kromatografi yontemleri gibi analitik

ayirma yontemleri bilimsel arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir.

Dogal iiriinlerin antioksidan aktiviteleri onlarin igerdikleri fenolik bilesiklerin
miktarina ve cinsine bagl olarak degisim gosterirler. Bu bilesikler olusan bir radikali
temizleyici (scavenging), hidrojen verici, singlet oksijen yakalayici, metal iyonu

selatlayict gibi farkli mekanizmalar iizerinden aktivite gosterirler (56,57).

Antioksidan maddeler etkinliklerini ¢ogu zaman redoks reaksiyonlar: {izerinden
gerceklestirirler. Antioksidan kapasitenin Ol¢iilmesinde hidrojen atomu transferi ve
elektron transferine dayanan yontemler siklikla kullanilirlar (Huang vd., 2005)(58).
Oksijen radikal/antioksidan kapasite testi (ORAC) (58), bakir (II) indirgeme/antioksidan
kapasite yontemi (CUPRAC) (59), LDL- oksidasyonunun inhibisyonu gibi yontemler
hidrojen atomu transferine dayanan metodlardir. Toplam fenolik madde miktarinin
belirlenmesine dayanan Folin yontemi (60), Troloks esdegeri antioksidan yontemi
(TEAC) (61), demir (Ill) indirgeme/antioksidan yontemi (FRAP) (62), p-karoten-
linoleik asit yontemi (63) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (64) radikali temizleme

yontemleri elektron transferine dayanan metotlardir.
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Dogal ekstraklarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde en az ii¢ farkli
numune konsantrasyonunda caligilarak bulunan sonuglar standart bir antioksidan

(Troloks, BHT, katesin, gallik asit gibi) esdegeri cinsinden hesaplanir.
4.5.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TP)

Dogal iiriinlerde bulunan ve sekonder metabolit olarak {iretilmis olan polifenoller,
antioksidan kapasiteden sorumlu ajanlardir. Total olarak belirlenmeleri bulunduklar
kaynagin antioksidan 6zelligi hakkinda bilgi vermesi agisindan énemlidir. Ayrica dogal
ekstraklardaki toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi, antioksidan aktiviteyi
saglayan hidroksil gruplari hakkinda sayisi ya da yerlesimi agisindan fikir vermesi

bakimindan 6nem tagir.

Folin Ciocalteu reaktifi ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanan Folin
(65,58) metodu toplam fenolik madde Ol¢iimii i¢in yaygin olarak kullanilan bir
metoddur. Yontem sulu ortamda fenolik yapiya sahip bilesiklerin Folin reaktifiyle
(3H20-P,05-13W03-5M003-10H,0) (Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisi) alkali
ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan mor menekse

renkli kompleksin 765 nm’de maksimum absorbansi spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.

Fenolik bilesikler Folin Ciocalteu reaktifi ile sadece bazik ortamlarda reaksiyon
verdiklerinden reaksiyon ortamini baziklestirmek i¢in sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave
edilerek pH~10’a ayarlanir. Folin Ciocalteu yontemi basit, duyarli ve kesinligi yiiksek
bir metod olup en 6nemli dezavantaji ortamda bulunan ekstrakte edilebilir proteinleri de
ekstrakte etmesidir. Ayrica bu metodun diger bir dezavantaji da analiz sirasinda

ortamda bulunan askorbik asit gibi indirgen maddelerle etkilesimde bulunmasidir
(58,65-67).

4.5.2. Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Kapasite Testi (FRAP)

FRAP yontemi dogal iiriinlerin ve ekstraklarin toplam antioksidan kapasitesinin
dlgiilmesinde en sik kullanilan ydntemlerden birisidir. Ozellikle tiyol ve proteinlerin
antioksidan kapasitesinin Ol¢iilmesinde sik kullamilir. Bu metod ilk olarak Oyaizu
(1986) tarafindan gelistirilmis ve sonra Benzie ve Strain (1999) tarafindan modifiye
edilmistir. FRAP metodu toplam antioksidan aktivite belirlemede kullanilan diger

metodlara gore basit, hizli ve ucuzdur (67). FRAP yonteminin dezavantaji, antioksidan
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aktivite gosteren glutatyonlar gibi bazi antioksidanlarla ¢ok yavas tepkimeye girmesidir.
Ancak glutatyonlar, 593 nm dalga boyunda c¢ok iyi absorbe edilemedikleri i¢in bu
dezavantaj ortadan kalkmaktadir. Ozellikle meyve ve sebzelerde antioksidan aktivite

tayininde FRAP metodu uygun bir yontem olarak kabul edilmektedir (68).

FRAP metodu, FRAP reaktifi (2,4,6-tripiridiltriazin) (TPTZ) nin diisiik pH’larda
olusan  Fe(IID)-tripiridiltriazin ~ kompleksinin ~ (Fe(lll)-TPTZ) elektron  veren
antioksidanlarin varliginda renkli (Fe(II)-TPTZ) formuna indirgenmesi esasina dayanir
(Sekil 8). Meydana gelen (Fe(ll)-TPTZ) kompleksinin mavi rengi 595 nm’de
maksimum absorbans vermektedir, spektrofotometrede okunarak sonuglar Troloks

degeri cinsinden ifade edilir (69).

\\N/ NM\N/ Cj\,\p
| \ N

N o N Y
~N / N~ + antioksidan
\Fe/
H\ ¢
[Fﬂ%(III)(TPTZ):]?’+ [ Fe(IID)(TPTZ),]*". A= 593 nm

Sekil 8. FRAP Reaktifi ile Antioksidan Bilesik Arasindaki Etkilesim
4.5.3. DPPH’ (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) Radikali Temizleme Aktivitesi

Yontemin ucuz, basit ve kisa siirede sonug¢ vermesi bakimindan serbest radikal
temizleme aktivitesi tayinlerinde ¢ok yaygin olarak kullanilan yontemlerdendir. DPPH’
radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest radikal olup
koyu menekse renklidir. Bu radikal 517 nm dalga boyunda maksimum absorbans
olusturmaktadir. DPPH radikali antioksidan madde varliginda 517 nm’de maksimum
absorbansindaki azalig ile tespit edilen bir yontemdir (64). DPPH’, farkh
konsantrasyonlardaki ornekle muamele edilerek absorbansindaki degisim Olgiiliir.
Absorbanslara karsilik gelen konsantrasyon grafikleri cizilerek y = ax + b denkleminde
DPPH" konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktari pg/mL, mg/mL cinsinden
belirlenerek SCsp degeri olarak ifade edilmektedir. Sekil 9’de DPPH radikalinin
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formiilii, sekil 10°de bir antioksidan varliginda DPPH radikalinin indirgenme

reaksiyonu gosterilmektedir.

PN //H::Q‘q /:\\Q SN
|
N L N./”’\;//J L\ = N =
ill + RH —» NH + R
0N NO, QENHW//WNOQ
|
| = ~F
NO, NO;

Sekil 10. Bir Antioksidan Tarafindan DPPH Radikalinin indirgenmesi

Biiyiik antioksidan molekiillerin sterik engellemeye maruz kalmalari nedeniyle

inaktif olarak test edilmeleri bu metodun dezavantajini olusturmaktadir.
4.6. Bitki Bilesenlerinin Analizinde Kullanilan Yontemler
4.6.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografi diger yontemlerle kolaylikla ayrilamayan karmasik karigimlardaki
benzer bilesenlerinin ayrilmalarina izin veren metodlar grubudur. Kromatografik
ayirmalarin hepsinde numune bir gaz, sivi ya da siiperkritik akiskan olabilen hareketli
bir fazda ¢oziilerek uygun bir sabit faz boyunca gegirilir. Numunedeki bilesenler
hareketli ve sabit faz arasinda kendiliklerinden farkli derecede dagilirlar. Sabit faz
tarafindan gii¢lii bir sekilde tutulan bilesikler haraketli fazin akisiyla olduk¢a yavas,
sabit faz tarafindan zayifca tutulan bilesikler ise hizlica hareket ederler. Numunedeki
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bilesenlerin farkli hareket etmesi sonucu kalitatif ve/veya kantitatif olarak analiz

edilebilen farkli bantlar ortaya ¢ikar (70).

Kromatografi hareketli fazin 6zelliklerine bagli olarak baslica ii¢ grup altinda

incelenebilir:

e Gaz kromatografisi
e S1vi kromatografisi

o Siiperkritik akigkan kromatografisi

Kromatografik islemler 6zelliklerine gore asagidaki gibi siniflandirilabilirler:

Adsorpsiyon kromatografisi

Dagilma (paylasim) kromatografisi

Iyon-degisim kromatografisi

Boyut eleme kromatografisi
4.6.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi biyolojik, farmakolojik, besinsel,
cevresel ve endiistriyel orneklerindeki numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin
ayrilmast ve belirlenmesi i¢in uygulanan kromatografik bir tekniktir (71). Ayrimi
gerceklestirilecek olan bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek
tizerindeki sabit faz ile farkl etkilesmelere girerek, kolon i¢inde farkli hizlarda ilerler.
Kolonu farkli zamanlarda terk ederek birbirinden ayrilmis olurlar. Yiiksek performansl

s1vi kromatografi sisteminin boliimleri su sekilde siralanabilir (Sekil 11):

a. Hareketli/ Tasiyic1 Faz Depolari

b. Tasiyict Faz Hareket Birimi; Pompa sistemi
c. Enjeksiyon (Ornek Yiikleme) Sistemi

d. Ayirma Birimi; Analitik Kolon(lar)

e. Olgiim Birimi; Dedektor(ler)

f. Yazim Birimi; kaydedici, Integrator

g. Atik Deposu
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Sekil 11. HPLC Cihaz1 Akis Semasi (72).

HPLC hareketli faz1 analiz ettigimiz maddeleri kolonda siiriikleyen ¢oziicii veya
¢oziicii sistemidir. HPLC uygulamalarinda hareketli faz (eluent) tiirii ve bilesimi ayrimi
etkileyen faktorlerden biridir. Sistemde kullanilan hareketli fazin se¢imi uygulanan
ayirma tipine bagli olmakla birlikte sulu tamponlardan hidrokarbonlara kadar farkli
polaritede ¢oziiciiler kullanilabilir. HPLC sistemlerinde kullanilacak tiim ¢dziicililer cok
saf olmak zorundadir. Ciinkii iz miktardaki safsizliklar kolonu etkileyerek dedeksiyon
sisteminde girisime neden olabilirler. HPLC sistemlerinde bir¢cok hareketli faz
kullanilmasina ragmen; mobil faz se¢imi kullanilan teknige, uygun fiyatli olmasina,
dedektor ile uyumluluguna, kimyasal agidan inert olmasina, yliksek derecede saf

olmasina, numune tipine ve kolona gére olmalidir (73,74).

Kolon icindeki kati destek maddesi HPLC’nin durgun fazidir. Ornek
sollisyonunun, kolona enjeksiyonu ile durgun fazda bilesenlerin gogii s6z konusudur.
Uygulanacak kromatografi tiiriiniin prensibine gore dolgu maddesinin se¢iminde tanecik
bi¢imi, biiyiikliigii, tanecik biiyiikliigiinlin dagilimi, gézenek hacmi ve yiizey alanmi gibi

ozellikler rol oynar.

Genelde HPLC galisma prensibi tek bir ¢oziiciiyle veya karistirilan iki veya daha
fazla ¢Oziiclinlin karistirilmasiyla gergeklestirilir. Mobil fazin akis hizi, ayirma islemi
stiresince ayn1 olmali ve ¢oziicii sisteminde herhangi bir hava kabarcigi olmamasina
dikkat edilmelidir. Hassasiyet i¢in olast hava kabarciklarinin ve ¢oziinmiis gazlarin
giderilmesi i¢in HPLC cihazlarinda pompa iinitesinden Once degaz iiniteleri de

mevcuttur (70). Pompa yiiksek basingta mobil fazin akigini saglar ve ayirma esnasinda
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¢oziiciilerin ¢esitli oranlarda karistirilmasina programlanabilir. HPLC sisteminin en
onemli kismini olusturan pompa, yiikksek basingta mobil fazin sabit akigini saglar ve
ayirma esnasinda ¢oziiciilerin ¢esitli oranlarda karistirilmasiyla programlanabilir. Akis
hiz1 kolonun i¢ ¢apina baghdir; kolonda kiigiik i¢ ¢ap1 kiigiik akis hiz1 gerektirmektedir.
Analitik HPLC i¢in tipik olarak 0.5- 5 mL/dk akis hiz1 400 bar’a kadar ¢alisan pompalar
tiretilebilir (75).

HPLC’de numune enjeksiyon sistemi analiz edilecek karigimin sisteme verildigi
parcadir. HPLC cihazlarinda numune iki farkli sekilde sisteme enjekte edilebilir.
Bunlar, manuel (elle kumanda edilen) ve bilgisayar kumandali oto-enjektorler (auto
sampler) seklinde yapilabilir. Manuel olan bir sistemde 6rnek enjeksiyonu igleminin
kolaylikla yapilabilmesi ve ¢oziicli akiginin enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in analiz
edilecek ornek ¢ok uclu bir valfe gonderilir. Bu valf yardimiyla 6rnegin bulundugu

hareketli fazin kolona dogru taginmasi saglanir (76).

HPLC ile numune bilesenlerinin ayrimi farkli kromatografik teknikler kullanilarak
yapilabilmekte ve bu 06zel uygulama i¢in segilen teknik, ayrilacak analitlerin
ozelliklerine gore degisiklik gosterir (77). Cogu HPLC ayirmalar dagilma tiplerine gore
calisir. Dagilma kromatografisi hareketli ve sabit fazin bagil polarligina dayali olarak
iki temel forma ayrilir (70). Normal faz sivi kromatografisinde maddeler polar kolonda
adsorpsiyon prensibiyle ayrilacaksa, sabit faz olarak genellikle polar katilar
kullanilirken, hareketli faz ¢oziictileri apolar veya ¢ok az polar sivilar olmalidir (hekzan,
pentan, kloroform, ksilen vb. ya da bunlarin karisimlar1). Analitin tutunmasi hareketli
fazin polaritesi arttikca azalir. Ters faz kromatografisi en yaygin kullanilan sivi
kromatografisidir. Burada sabit faz apolar iken hareketli faz polardir. Analitler yiizeye
apolar fonksiyon gosteren gruplariyla baglanirlar. En polar analit, kolonu ilk 6nce terk
eder. Ters faz kromatografisi orta ve yiiksek polarliliga sahip olan analitlerin ayrimi i¢in
olduk¢a uygundur. Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilmis olup, silika jelde
modifiye olan oktil (C8) ve oktadesil (C18) en ¢ok kullanilan fazlardir. Ters faz sivi ve
normal faz s1vi kromatografisinde madde, polaritesinin sabit faz polaritesine yakinligina
gore kolondan alikonulur ve hareketli fazin polaritesine yakin olan maddeler kolonu ilk

once terk eder.
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HPLC sistemlerinin dort temel bilesenlerinden olan dedektor, kolonda birbirinden
ayrilan maddelerin bilesenlerinden alinan cevap dogrultusunda sinyallerin kromatogram
tizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan tiinitedir ve kolondan sonrasina monte
edilir. Uygulanmaya baslandig1 giinden bu yana HPLC sistemlerinde ¢ok sayida farkli
Olciim ilkelerine dayanan dedektorler gelistirilmistir. Yaklasik on iki tane dedektor LC
analizlerinde kullanilabilmesine ragmen yaygin olarak dort tanesi kullanilmaktadir.
Bunlar; UV dedektor (sabit ve degisebilen dalga boyu), refraktif indeks dedektorii,

floresans dedektor ve kiitle spektrometresidir (78).
4.6.1.1.1. Ultraviyole (UV) Dedektor

HPLC sistemlerinde ideal bir dedektor; genis konsantrasyon araliginda, yiiksek
duyarliliga, diisiik giiriiltii seviyesine, bilinen secicilige sahip olmali ve kromatografik
rezoliisyona kotii etki yapmaksizin kolon akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir.
Boyle bir dedektor analiz yapilacak numunenin cinsine uygun olmasinin yaninda
sicaklik ve basingtaki degisimlerede duyarsiz olmalidir. Bu 6zellikleri sahip olan ve sivi
kromatografisinde yaygin olarak kullanilan dedektorlerden  biri  ultraviyole

dedektorudiir.

Pek ¢ok organik molekiil ve fonksiyonel grup 190-800 nm araliginda ultraviyole
(UV) vel/veya goriiniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli
olarak 151n demeti gecerken analitler tarafindan 1518in bir kismi adsorbe edilebilir.
Boylece analiz edilmek istenen bilesigin kalitatif veya kantitatif tayini yapilmis olur
(79).

Lambert-Beer kanuna gore zamana karsi absorbans Olgiiliir. Genellikle tek veya
en fazla iki dalga boyunda es zamanl 6l¢iim yapabilmektedir. Diger dedektdrlerin sahip
olduklart uygulanabilirlik kisitlamalar1 nedeniyle LC sistemlere duyarli UV
dedektorlerin, hem organik hem de inorganik sistemlere uygun, 10™- 10 M araliginda
tipik duyarhilik degerine sahip olmasindan dolay1 caligmalarda en yaygin dedektor tipi
oldugu bilinmektedir.

Zamanla UV dedektorii gelistirilerek modifiye edilmis ve calismalar sonucunda,

dbéteryum veya tungsten lambali 151k kaynakli diyot serili spektrofotometreler (DAD)
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kullanilmaya baslanmistir. UV dedektorii ile ayni ¢alisma prensibine sahip yani zamana

kars1 absorbans olg¢iiliir.

Fotodiyot dizisi dedektoriin  (Photodiode array dedector- DAD) UV
dedektoriinden farki, 512 elementten olusan bir yiizeyde ayri bir dalga boyundaki
absorbansi es zamanli olarak spektrum alabilme Ozelligine sahiptir. Bu o6zelligi
nedeniyle kromatogramda yer alan tiim piklerin arzu edilen dalga boyu araligindaki
spektrumlarini da gosteren ti¢ boyutlu (X, y Ve z) kromatogramlarina sahip olmasindan
otiirii karisik orneklerde pik teshislerinin daha saglikli bir sekilde yapilabilmesine

olanak saglar.
4.6.1.1.2. Fotodiyot Dizisi (DAD) Dedektor

Fotodiyot dizisi dedektorii UV-Vis dedektoriiniin daha gelismis bir modelidir.
Bu sistemin UV-Vis dedektoriinden farki, 512 diyotdan olusan bir yiizeyde, her diyodun
ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli ve anlik spektruma alabilme 6zelligine
sahiptir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli
spektrum taramasint gorebilmek olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda
calisilabilmesi bu dedektoriin sagladigi bir diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 1s1k
kaynagi doteryum veya tungsten lambadir (80). HPLC-DAD kombine sistemi ile
analitlerin HPLC ile alikonma zamanlarma ilave olarak es zamanli alinabilen

spektrumlar1 sayesinde dogru tanimlanmalart miimkiindiir.
4.6.1.1.3. Refraktif indeks (RID) Dedektor

Isin fiziksel yogunluklar1 farkli olan bir ortamdan digerine gecerken, bu iki
ortamdaki hiz farki nedeniyle aniden yon degistirir. Bir maddenin refraktif indeksi, bir
ortamdan digerine gecen paralel 151n demetinin yoniindeki degisikligin (kirilma) kirilma
indisi 6l¢iiliir. Ornek bilesenlerinin bulundugu ortamda yogunluk artacagindan gelen
151k kirilarak hiicreyi terk eder. Refraktif indeksleri farkli olan iki ortam arasina giren
1s1n1n bir boliimii yansimaya ugrar ve ortamlar arasindaki refraktif indeks farki ne kadar
biiylik olursa 1ginin yansiyan bolimii de o kadar biiyiik olur. Isigin olgiilen kirilma
oranindan (kirilma indisi) kantitatif tayin yapilabilmektedir. LC uygulamalarinda
refraktif indeks dedektorii en az hassasiyette olan dedektoriidiir. Cevre sicakligi, basing,

akis hiz1 degisikliginde dedektoriin algilamast da degismektedir. Noniyonik, UV
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bolgede absorbsiyon yapamayan maddeler ve fliloresans olmayan bilesikler i¢in uygun
olan RID’leri; diferansiyel indeks, frensel metodu, christiansen etki, interferometre ve

dielektrik sabiti gibi dedektor ¢esitleri bulunmaktadir.

LC sistemlerde konsantrasyon hassasiyeti ayrimi i¢in RID genellikle
kullanilmaktadir (81). Normal faz sivi kromatografisinde kullanilan RID kolon dolgu
maddeleri silika veya allimina, kullanilan hareketli fazlar ise daha diisiik polariteli
coziliclilerdir. Silika iizerine farkli polaritelerdeki -CN, -NO, ve -NH, gibi gruplar
baglanarak farkli sabit fazlar elde edilebilir. RID’de daha ¢ok NH; kolonu
kullanilmaktadir. Refraktif indeks dedektorii sicaklik ve dalga boyundaki degisimlere
kars1 hassas oldugundan belirli bir sicaklik (20 °C ve dalga boyu (589.3 nm) araliginda
calisilmaktadir. Refraktif indeks dedektorii kantitatif tayinlerde kullanilmakta olup
yaygin olarak karbonhidrat miktar1 tayinleri i¢in RID kullanilmaktadir.
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5. YAPILAN CALISMALAR

5.1. Kullanilan cihazlar

Yapilan analizlerde kullanilan cihazlar marka/model olarak Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan Cihazlar ve Marka/Modelleri

Cihaz Ad1 Marka/Model

LC-UVv Elite LaChrom, Hitachi, Japonya

UV-vis spektrofotometre ~ Spectro UV-Vis Double Beam PC LaboMed Inc., Los Angeles, CA, USA
pH metre Mettler Toledo, Schwerzenbach, Switzerland

Hassas Terazi Presica LX 320 A, Dietikon, Switzerland

Saf Su Cihazi Human, Zeneer Navi UP, Song Pa-Ku, Seoul, Korea

Vorteks karistirici Labnet VX100, MO BIO Laboratories, Inc., NJ, USA

Etiiv Niive, EN 400, Ankara, Tiirkiye

Magnetik karistirict Heidolph MR HEI-Standard, Schwabach, Germany

Rotary evaporator
Vakum Pompasi
Yar1 otomatik pipetler

IKA®-Werke, RV 05 Basic, Staufen, Germany
Buchi Vacuum Pump V-700, Flawil, Switzerland
Eppendorf Research® Plus Hamburg, Germany

5.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan temel kimyasal madde ve malzemeler Tablo 3’de

verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan Kimyasallar ve Satin Alinan Firma

Kullanilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Gallik asit
Protokatekuik asit
p-OH benzoik asit
Katesin

t-sinnamik asit
Vanilik asit

Kaffeik asit

Siringik asit
Epikatesin
p-kumarik asit
Ferulik asit

Rutin

Luteolin
Asetonitril-LC Saflikta
Metanol-LC Saflikta

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany

Asetik Asit Merck, Darmstadt, Germany
HCI Merck, Darmstadt, Germany
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
Etanol Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Germany
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5.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler
Calismada kullanilan kimyasal ¢6zeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 4’da verilmistir.

Tablo 4. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Cozelti Hazirlanis1

HPLC-UV ile Fenolik Bilesen Analizleri i¢in

Gallik asit
Protokatekuik asit

p-OH benzoik asit
Vanilik asit %50-50 metanol-saf suda hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢6zeltiden, 1- 2- 5-

L 10- 20- 30 ppm olacak sekilde c¢oziiciisiiyle (%50-50 metanol-saf su)
Kaffeik asit seyreltilir.

Siringik asit
p-Kumarik asit

Ferulik asit

Katesin

Epikatesin %100 metanolle hazirlanan 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiden, 1- 2- 5- 10- 20- 30
priates ppm olacak sekilde ¢oziiciisiiyle (%100 metanol) seyreltilir.

Rutin

% 2’lik Asetik Asit 20 mL glasiyel asetik asit balon jojede saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

%70-30 Asetonitril-saf su 700 mL asetonitril balon jojede saf su ile 1000 mL’ye tamamlanr.

Toplam Fenolik Madde Miktar i¢in

0,2 N Folin-Ciocalteu 2 N Folinden 1:10 oraninda saf suyla seyreltilerek kullanilir.

% 10’luk Na,CO4 10 g Na,CO3 90 mL suda ¢oziliir, 100 mL’ye tamamlanir.

Metanolle hazirlanan stok ¢ozeltiden, 0,5- 0,25- 0,125- 0,0625- 0,03125

Gallik Asit (1 mg/mL) mg/mL olacak sekilde metanolle seyreltilerek hazirlanir.

Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ -FRAP i¢in

Yaklagik 20 mL saf suyun {izerine % 37’lik HCI’den 340 puL ilave edilir ve saf

HCI (40 mM) suyla 100 mL’ye tamamlanir.

TPTZ (10 mM) 234,249 mg TPTZ stok maddeden tartildi, 75 mL 40 mM’lik HCl iginde

¢Oziildii.
FeCl; (20 mM) 324,4 mg FeCl; destile suyla 100 mL’ye tamamland:.
Asetat Tamponu (300 2,325 g NaCH3COO0.3H,0 iizerine 12 mL glasiyel asetik asit ilave edildi.750
mM, pH 3,6) mL’ye saf suyla tamamlandi.

300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl; (10:1:1)

FRAP Reaktifi oraninda karigirilarak taze hazirlanir.

10 mg troloks 10 mL metanolde ¢oziiliirek stok ¢ozeltisi hazirlanir. 0,02

®
Troloks (0,02 mg/mL) mg/mL’lik ara stok ¢ozelti metanolle seyreltirelerek kullanilir.

DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi icin

100 mL’si i¢in; 3,94 mg DPPH’ tartilir, 90 mL metanolle ¢oziiliir ve 100

DPPH’ Reaktifi (0,1 mM) mL’ye tamamlanir

10 mg troloks 10 mL metanolde ¢oziiliirek stok ¢ozeltisi hazirlanir. 0,02

®
Troloks (0,02 mg/mL) mg/mL’lik ara stok ¢dzelti metanolle seyreltirelerek kullanilir.
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5.4. Bitkinin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan 8 adet bitki 6rnegi Trabzon’un degisik bolgelerinden ( Tablo
5) 2013 yilinda toplandi. Bitkinin ¢icek ve yaprak-dal kisimlari agik havada kurutulup

ogiitiicii ile toz haline getirildi.

Tablo 5. Calismada Kullanilan Bitki Tiirleri, Kodlar1 ve Toplanma Bolgeleri

Bitki Kod Bolge
Primula vulgaris subsp. sibthorpii yaprak-dal ASM(y-d) Akgaabat
Primula vulgaris subsp. sibthorpii mor ¢icek ASM(¢) Akgaabat
Primula vulgaris subsp. vulgaris yaprak-dal MVS(y-d) Magka
Primula vulgaris subsp. vulgaris sar1 ¢igek MVS(¢) Magka
Primula vulgaris subsp. sibthorpii yaprak-dal TSB(y-d) Bostanci
Primula vulgaris subsp. sibthorpii beyaz ¢igek TSB(¢) Bostanci
Primula vulgaris subsp. vulgaris yaprak-dal MVM(y-d) Magka
Primula vulgaris subsp. vulgaris mor ¢igek MVM(¢) Magka

Her bir bitkinin ¢igek ve yaprak-dal kisimlarindan 0.5 g alinarak etanollii ve sulu
ekstraktlarin hazirlanmasi i¢in calkalayicida 24 saat boyunca tutulmustur. Cozeltideki
kat1 partikiillerin arindirilmasi i¢in 6nce normal siizge¢ kagidi daha sonra mavi bant
siizge¢ kagidi kullanilarak siizme islemi gercgeklestirildi. Konsantrasyonlart son
hacimleri (50 mL) ayarlanarak belirlendi. Analiz yapilana kadar +4 °C’de muhafaza
edildi.

Her bir etanol ve su ekstraktinin konsantrasyonu (10 mg/mL), belli bir hacimde
aliman ekstraktin evaporasyonu sonucu elde edilen kuru toz halinin agirhg ile

hesaplandi.
5.4.1. Doner Vakum Evaporatorii Ile Céziicii Ucurulmasi

Doner vakum evaporatorii ile tek basamakli destilasyonlar1 yapmak miimkiindyir.
Bu tip evaporatorde donen buharlastiricti bir balon kullanilarak ¢oziiciiler
buharlastirilabilir ve yogunlastirilabilir. Vakum kaynama sicakligmi diislirdiigii i¢in
destilasyonlarin vakum altinda yapilmasi performansi artirir ve {riinleri korumaya
yardim eder. Bu sistemde ikinci bir yogunlastirici ile vakum kontrol6rii vardir. Biiyiik

ve kiigiik ugurma balonlarinin 1sitilmasi oval sekilli su banyosu ile saglanir (Sekil 12).
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Sekil 12. Doner Vakum Evaporatorii
5.5. RP- HPLC-UYV ile Fenolik Bilesenlerin Tayini
5.5.1. RP-HPLC-UV Kosullari

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda (280 ve 315 nm) aymi anda cevap
aliabilen UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC sisteminde
yapildi. Analizler ters faz Cig kolonu (150 mm x 4.6 mm, Sum; Fortis) kullanarak ve
asetonitril, su ve asetik asitle gradient program uygulanarak gergeklestirildi (82). A
rezervuarinda % 2 asetik asit (saf suda) ve B rezervuarinda % 70- 30 asetonitril-saf su
bulunan gradient program Tablo 6’da verilmistir. Ayrica numune ve standartlarin
enjeksiyon hacmi 25 puL’ye, mobil faz akis hiz1 1.2 mL/dk’ya ve kolon sicakligi kolon

firminda 30 0C’ye ayarlanarak ¢aligsma optimizasyonu saglandi.

Tablo 6. RP-HPLC-UV Gradient Programi1

Zaman (dk) . A_ 8 L
% 2 asetik asit (saf suda) % 70-30 asetonitril-saf su
0.01 95.00 5.00
3.00 95.00 5.00
8.00 85.00 15.00
10.00 80.00 20.00
12.00 75.00 25.00
20.00 60.00 40.00
30.00 20.00 80.00
35.00 95.00 5.00
50.00 95.00 5.00
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5.6. Calismada Kullanilan Antioksidan Yontemler

Primula vulgaris ekstraklarinin toplam antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesinde ti¢

farkli yontem kullanilmigtir.
5.6.1. Toplam Fenolik Madde Miktar

Calismada, standart garfigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
standardi kullanilmistir (60,65). Gallik asitin farkli konsantrasyonlar1 (1; 0.5; 0.25;
0.125; 0.0625 ve 0.03125 mg/mL) hazirlanip, absorbanslari 760 nm’de okunmustur.
Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik c¢izilmistir. Cizilen
grafige gore bitki ekstraklarinin toplam fenolik madde miktar1 bulunmus, seyreltme
faktorleri de dikkate alinarak asil numunenin mg GAE (Gallik asit esdegeri)/g numune
olarak fenolik madde miktart bulunmustur. Yapilan ¢alismada pipetleme islemi Tablo

7’deki gibidir.

Tablo 7. Toplam Polifenolik Tayininde Yapilan Pipetleme Islemi

Kor Standart Numune
Distile su 700 uL 680 uL 680uL
Standart - 20 pL
Bitki Ekstrakt1 - - 20 uL
0,2 N Folin Reaktifi 400 pL 400 pL 400 pL

Tipler vorteks ile karistirilir ve 3 dakika sonra

%10 Na,COs4 400 L 400 L 400 uL

760 nm'de kore kars1 absorbans okunur.

5.6.2. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Giic-FRAP Tayini

FRAP metodu (Fe(lll)-TPTZ- 2,4,6-tris (2-pyridly)-S-triazin) kompleksinin
antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(Il)-TPTZ olusmasi ve
bu kompleksin 593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir (69).
FRAP yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize edilebilmektedir.
Bitki ekstraklarindaki antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesinde FRAP (Fe (I11) indirgeme
giicii metodu gegerli bir yontem olarak kabul edilmektedir (62).

Kalibrasyon igin Troloksun degisen konsantrasyonlar1 (31.25; 62.5; 125; 250;
500; 1000 uM) kullanilarak calisma egrisi hazirlandi. Devaminda 3 mL FRAP reaktifi
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[300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM FeCl3 (10: 1: 1)] ile 100 puL
numune karistirilldi. 4 dakika sonra 593 nm’de absorbanslar okundu. Sonuglar
(numunelerin  FRAP degerleri) ayni sartlarda test edilmis standart Troloks®’la
karsilastirmali olarak bulunarak uM Troloks® esdegeri antioksidan gii¢ olarak ifade
edildi. Pipetleme igslemi Tablo 8’deki gibidir.

Tablo 8. FRAP Tayininde Yapilan Pipetleme islemi

Koryeon Test (Numune) Renk Koriipeony Troloks®

FRAP Reaktifi 3mL 3mL - 3mL
Numune (Etanolik) - 100 uL 100 puL

Numune (Sulu) - 100 pL

Troloks (Degisen kons.) - - - 100 uL
Metanol 100 uL - 3mL

4, dakikada 593 nm’de absorbans okunur.

Renk Koriiwestmery : Metanolde ¢6ziinen numune igin renk kérii

5.6.3. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH" radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir
radikal olup denemelerde satin alinan bu radikalin 100 pM’lik metanolik ¢ozeltisi
kullanildi. Bitki numunelerinin metanolik ekstraktlart kendi ¢oziileri ile seyreltilerek
degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 pL) DPPH’ ¢ozeltisi ve
numune c¢ozeltiler1 karnistiritlip oda sicakliginda 50 dakika bekletildi. Siire sonunda
DPPH"1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Tanik olarak
DPPH" ¢o6zeltisi ve numunenin ¢6ziildiigii ¢6ziicii kullanildi. Bulunan absorbanslara
karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso degerleri hesaplandi. Tiim

numuneler 3 tekrarli ¢alisildi. Pipetleme iglemi Tablo 8’deki gibidir.
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Tablo 9. DPPH Yéontemi i¢in Pipetleme Islemi

Numune Tanik Tiipii Reaktif Tanik Tiipii Numune Tiipii

Numune (Degisik konsantrasyon) 750 uL - 750 uL
Metanol 750 uL 750 uL -
DPPH’ (100 uM) - 750 pL 750 pL
Coziicti - 750 uL -

50 dk. Siire sonunda 517 nm’de absorbans okunur.

5.6.3.1. SCsp Degerlerinin Bulunmasi

SCs radikal etkisini yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCsy degerinin
bulunmas1 i¢in farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle caligsmalarda 6
farkli konsantrasyonda Ol¢lim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkh
konsantrasyonu hazirlanip absorbans dl¢iimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona
kars1 grafige gegirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon
miktar1 SCsp degerini vermektedir. SCso degeri mg/mL ya da g/mL cinsinden

hesaplanmaktadir.
5.6.4. istatistiksel Analiz

Analizler en az 3 testin ortalamasi alinarak yapildi ve sonuglar ortalama deger ve
standart sapma cinsinden (Ort£SP) hesaplandi. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) 9.0 istatistik paket programi kullanildi.
Gruplarin toplam fenolik madde, FRAP ve DPPH seviyelerinin degerleri (Ort+SP)
Kruskal Wallis testi ile incelendi. Ikili grup karsilastirma icin yanilma diizeyi asag
cekilerek Mann-Whitney U testi kullamildi. Iki bagimsiz grup arasinda iliski olup
olmadig1 Spearman’s korelasyon testine gore ve onemlilik testleri p<0.05 seviyesinde

incelendi.

34



6. BULGULAR
6.1. Toplam Polifenol Testi Sonucu

Analizler i¢in bitki ornekleri etanolik ve sulu ekstraklari hazirlanarak gerekli
seyreltme islemleri yapildiktan sonra toplam fenolik madde miktar1 gallik asit
standardina gore tayin edildi. Degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart gallik asit
cozeltileri ile Boliim 5.6.1.’de anlatilan metoda gore toplam fenolik madde miktarlar
tayin edildi. Elde edilen 765 nm’deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon
degerleri x-ekseninde olacak sekilde bir standart ¢calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen
standart ¢alisma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen
dogru denklemi y=1,650x+0,060 olarak tespit edildi (Sekil 13). Hazirlanan standart
calisma grafigi kullanilarak 1 g bitkinin igerdigi mg cinsinden toplam fenolik madde

miktar belirlendi.

1,8 -

1,6 - 1,6501x + 0,0606
1,4 - R2=0,9981

1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Abs 760 nm

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Gallik asit Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 13. Toplam Polifenolik Madde Tayini i¢in Gallik Asit Standardi Kullanilarak
Hazirlanan Standart Calisma Grafigi

Bitkilerin toplam fenolik madde miktarlar1 Tablo 10 ve 11°deki gibidir. Ayrica
calisilan bitki 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlarini karsilastirmak amaciyla
hazirlanan stitun grafigi de sekil 14 ve 15°de verilmektedir. Toplam fenolik madde
miktar1 2.266-20.893 mg GAE/ g numune arasinda degisim gostermektedir. En yiiksek
deger TSB(¢), ’de tespit edilirken en diisiik deger MV S(y-d)e’de tespit edildi.
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Sekil 14. Trabzon Boélgesi Primula vulgaris Orneklerinin Sulu Ekstraktlaridaki
Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Karsilastirilmasi

Toplam polifenol
25

20,893

20

15 12,81

11,589

10 8 717 8 199
6,373
5,046
S ' 2 266
0

mg GAE/g numune

oy & & @

Sekil 15. Trabzon Bolgesi Primula vulgaris Orneklerinin Etanolik Ekstraktlarindaki
Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Karsilastirilmasi
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6.2. FRAP Testi Sonucu

FRAP testi toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde en iyi sonug veren
metottur. FRAP yOnteminin ilkesi; antioksidan iceren bir 6rnegin eklenmesi sonucu,
oksidan olarak kullanilan ferrik-tripiridiltriazin kompleksinin, renkli formdaki ferro
(Fe?*) formuna indirgenmesine dayanmaktadir. Standart antioksidan olarak sentetik ve
ticari olarak satin alinabilen Troloks bilesigi kullanilmistir. Kalibrasyon i¢in Troloks
degisik konsantrasyonlari (31.25-1000 uM) kullanilarak hazirlanan standart c¢alisma
grafigi Sekil 16’de verilmektedir.

09 -
08 -
07 -
_06 -
£ _
505 y = 0,0008x + 0,0079

S, Rz2=1
- 0,4 -

o]
<03

0,2 -
0,1 -

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Troloks (uM) Konsantrasyonu

Seki 16. FRAP Testi I¢in Troloks Standardi Kullanilarak Elde Edilen Standart Calisma
Grafigi

Bitkilerin FRAP sonuglar1 Tablo 10 ve 11°deki gibidir. FRAP degeri 15.93-223.11
pumol Troloks/g numune arasinda degisim gostermektedir. En yiiksek deger MVS(¢)e’de
en diisiik deger ASM(y-d)’de tespit edildi. Ayrica Troloks esdegeri cinsinden 8 adet sulu
ve 8 adet etanolik bitki 6rneklerine ait FRAP degerleri sekil 17 ve 18’de siitun grafik

olarak da gosterilmektedir.
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Sekil 17. Trabzon Bélgesi Primula vulgaris Orneklerinin Sulu Ekstraktlarmdaki FRAP
Antioksidan Degerlerinin Karsilagtirilmasi

FRAP

223,11
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156,29
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100 -
70,84
56,62 51 98

pmol Troloks/g numune

50
1593 22,96 22, 6

o HE I
Q) (4} QJ QJ

N & \& N &
& N ¢ & & &
N = O o4 <P N V“

Sekil 18. Trabzon Bélgesi Primula vulgaris Orneklerinin Etanolik Ekstraktlarindaki
FRAP Antioksidan Degerlerinin Karsilastirilmasi

38



6.3. DPPH’ Testi Sonucu

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen ve
radikal temizleme aktivitesinde ¢ok yaygin olarak kullanilabilen bir radikaldir. Bu
radikalin 100 pM’lik metanolik ¢d6zeltisi hazirlandi. Etanolik ve sulu bitki
ekstraklarindan 6 farkli konsantrasyonda ¢6zeltisi hazirlanarak bunlardan 750 pL alindi.
Uzerlerine 750 pL DPPH’ ¢ozeltisi koyularak 50 dakika inkiibasyona birakildi ve siire
sonunda 517 nm’de absorbans degerleri okundu. Artan numune konsantrasyonuna karsi
absorbans degerleri grafige gecirilerek maksimum absorbansi yariya diigiiren numune
konsantrasyonu SCso degeri olarak ifade edildi. Burada antioksidan aktivite,
numunelerin SCsp mg/mL cinsinden degerleri belirlenerek karsilastirilmistir. DPPH’
radikali temizleme tayininde disiik SCso degeri yiiksek radikal temizleme kapasitesini,
yiiksek SCso degeri ise diisiik radikal temizleme kapasitesini gostermektedir. Tablo 10
ve 11°de numunelerin SCsy degerleri verilmistir. Ayrica siitun grafigi olarak da sekil 19
ve 20’de degerler gosterilmistir. Bitkilerin SCsy degerleri 0.256-7.858 mg/mL arasinda
degisim gostermektedir. Sonuglara gore en yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip

TSB(¢)e olarak bulundu. En diisiik temizleme aktivitesine sahip ise ASM(y-d). olarak

bulundu.
1,6 -
1,391
1,4 -
1,2 -
1 0,812
0,768
.
0,8 -
E )
>
g 06 - 0462 0,454
0,4 - 0317 0282
0,2 -
0 - .
Ny Y
& / @ \g
& f$ %@ 4% 6 cf,b 6 QQ
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Sekil 19. Trabzon Bolgesi Primula vulgaris Orneklerinin Sulu Ekstraktlarindaki DPPH
Radikal Temizleme Aktivitesi Degerlerinin Karsilagtirilmasi
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Sekil 20. Trabzon Bélgesi Primula vulgaris Orneklerinin Etanolik Ekstraktlarindaki
DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Degerlerinin Karsilastirilmasi

Tablo 10. Trabzon’un Degisik Bolgelerinden Toplanan Primula Vulgaris Orneklerinin
Sulu Ekstraktlarinda Bulunan Toplam Fenolik Madde Ve Antioksidan
Aktivite Degerleri (Ort£SP)

Yaprak-dal kisminin sulu

ekstrakt ASM(y-d);  MVS(y-d), TSB(y-d)s  MVM(y-d)s p

Bolge Akcaabat Magka Bostanci Magka

Toplam polifenol (Mg GAE/G g 3410 126 6.938£0.632  8.263:0.548 11.655+0,169 0,053

numune)

FRAP (pmolTroloks/g 36,37040,620 30.460+0,000 A41,02040.460 51,500+0,150 0,015
numune)

DPPH SCs, (mg/mL) 1,090£0.227  139140,060 0.768+0,006  0.812+0,068 0,114
Cicek kisminin sulu ekstrakti ~ ASM(¢)s MVS(¢)s TSB(¢)s MVM(¢)s

Toplam polifenol (Mg GAE/G 15 57,1 563 1412440500 15,02340,843 16,315£0,127 0.376

numune)
FRAP (umolTroloks/g 201,05040,310 79,100+1,240 82,63040,310 172,790+0,620 0.016
numune)
DPPH SCs, (mg/mL) 031740014  0462£0,004 0282£0,001 04540038 0.025
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Tablo 11. Trabzon’un degisik Bolgelerinden Toplanan Primula vulgaris Orneklerinin
Etanolik Ekstraktlarinda Bulunan Toplam Fenolik Madde ve Antioksidan
Aktivite Degerleri (Ort+SP)

Yaprak-dal ki tanolik
yaproxcdal kusminn ¢tanolik  asmy-d).  MVS(-d  TSB-d)  MVM(y-d).  p

Bolge Akgaabat Macka Bostanci Macka
Toplam polifenol (Mg GAE/S 5 046.0511  2266:£0,000 6,373:0212  8,199:0,042 0.015

numune)

EuRmAfng;mOlTrOlOkS/g 15,930+0,080 22,960+0,000 22,600+0,470 51,980+0,540 0.022
DPPH SCso(mg/mL ) 7,858£0271  1,507+0,030  2,153£0,006  1,524+0,006 0.022
Cicek kisminin etanolik

ekstrakti ASM(¢). MVS(¢)e TSB(¢)e MVM(¢).
Igﬂﬁnme;) olifenol (Mg GAE ¢ 717:0,127 12,810£0,084 20,893:0,803 11,5890211 0,019
ﬁl‘}rﬁj’nﬂ;‘“"”“"“‘“’g 56,620+1,160 223,11047,340 15629042790 70,840£0,700 0.016
DPPH SCs (Mmg/mL) 0,557+0,010  0,668+0,009  0,256+0,004  0,469+0,002 0.016

6.3.1. DPPH Aktivitesi I¢in SCsy Degerlerinin Hesaplanmasi

SCsp degerin bulunmasi igin farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu
nedenle calismalarda en az 6 farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Numunelerin yeterli
miktarda farkli konsantrasyonlari hazirlanarak absorbans Olglimleri yapildi ve bu
absorbanslar konsantrasyona kars1 grafige geciridi. SCsp degeri mg/mL cinsinden ifade

edildi. Grafikleri asagidaki sekillerde yer almaktadir.

Abs 517 nm

y= 9,5716'055)( y = 0,577e0.74
R2=10,953 2=0,928

y = 0,565e112

0,7
] R?=0,975

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 -
0,1 -

0

0 0,2 0,4 0,6

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 21. Bitkinin Yaprak-dal Kismmin Sulu [ASM(y-d)s] Ekstraktinin DPPH-SCs
Grafigi
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Abs 517 nm
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0,5
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0 T T T T
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Konsantrasyon mg/mL

Sekil 22. Bitkinin Cigek Kisminin Sulu [ASM(¢)s] Ekstraktinin DPPH-SCsq Grafigi

Abs 517 nm o
07 y=0578e04  y=0B5QOe07x  y=0,564e05%
’ R?=0,927 R?=0,963 R2=0,904
0,6

0,5
04
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0

0 0,2 0,4 0,6

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 23. Bitkinin Yaprak-Dal Kismimin Sulu [MVS(y-d)s] Ekstraktinin DPPH-SCs
Grafigi

Abs 517 nm

y =0,597¢1.86x y = 0,553¢-150x
0,7 Rz= 0,983 Rz — 0,983

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 -

0

y = 0,565e148
R>=0,998

0 0,2 0,4 0,6

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 24. Bitkinin Cigek Kisminin Sulu [MVS(¢)s] Ekstraktinin DPPH-SCs, Grafigi
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Abs 517 nm

0,7 y=0,545¢08% = 0556090y =0,564e08%
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 25. Bitkinin Yaprak-Dal Kismimin Sulu [TSB(y-d)s] Ekstraktinin DPPH-SCs
Grafigi

Abs 517 nm

y =0,577eL73 y = 0,590e-244x y = 0,595e243
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0,6
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Sekil 26. Bitkinin Cigek Kisminin Sulu [TSB(¢)s] Ekstraktinin DPPH-SCsy Grafigi

Abs 517 nm
0.7 y =0,569e07  y=0,548¢080x y = 0,586€-0.90x
' R2=0,786 R2=0,933 R2=0,997

0,6
0,5
0,4
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0,2 -
0,1 -

0 T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 27. Bitkinin Yaprak-Dal Kisminin Sulu [MVM(y-d)s] Ekstraktinin DPPH-SCs
Grafigi
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Abs 517 nm

0,7 y =0,514e15% y=0548e14%  y=0,538e16x
06 ¢ R2=0,785 R2=0,926 2=0,930
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Sekil 28. Bitkinin Cigek Kisminin Sulu [MVM(¢)s] Ekstraktinin DPPH-SCs Grafigi

Abs 517 nm
y = 0,580e015 y = 0,581 021 y =0,587e02%x
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0,6 £
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Sekil 29. Bitkinin Yaprak-Dal Kisminin Etanolik [ASM(y-d)e] Ekstraktinin DPPH-SCs
Grafigi

Abs 517 nm
0,7
0,6 r
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2
0,1

0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Konsantrasyon mg/mL

y = 0,608e1.22X y = 0,608e1.25x y = 0,5851.04
R2=10,980 2=(,984 R2=10,995

Sekil 30. Bitkinin Ci¢ek Kisminin Etanolik [ASM(¢)e] Ekstraktinin DPPH-SCsy Grafigi
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Abs 517 nm
0,7
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Sekil 31. Bitkinin Yaprak-Dal Kisminin Etanolik [MVS(y-d)e] Ekstraktinin DPPH-SCs

Grafigi

Abs 517 nm
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Sekil 32. Bitkinin Cigek Kisminin Etanolik [MVS(¢)e] Ekstraktinin DPPH-SCs Grafigi

Abs 517 nm
0,7
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Sekil 33. Bitkinin Yaprak-Dal Kisminin Etanolik [TSB(y-d)e] Ekstraktinin DPPH-SCs

Grafigi
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Abs 517 nm
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Sekil 34. Bitkinin Cigcek Kisminin Etanolik [TSB(¢)e] Ekstraktinin DPPH-SCsy Grafigi

Abs 517 nm

0,7 y=057e04%  \ _gegreoan Y= 057504
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Sekil 35. Bitkinin Yaprak-Dal Kismmin Etanolik [MVM(y-d)e] Ekstraktinin DPPH-
SC50 Graﬁgl

Abs 517 nm
0,7 y = 0,546e147x y = 0,57e146x y = 0,548e1.3%
* R>=0,928 R>=0,962 R>=0,964
0,6 ( ;
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03 - .
0,2 -
0,1 - Py
0 . , ,
0 05 1 15 2 25

Konsantrasyon mg/mL

Sekil 36. Bitkinin Cigek Kisminin Etanolik [MVM(¢)e] Ekstraktinin DPPH-SCs
Grafigi
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6.4. RP-HPLC-UYV ile Fenolik Bilesenlerin Sonuclari ve Kromatogramlari

13 fenolik bilesenle gerceklestirilen 6rneklerin analizinde Primula vulgaris’de en
cok bulunan bilesenler protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit ve rutindir.
Siringik asit, epikatesin ve luteolin ise hicbir bitki 6rneginde tespit edilemedi. Bitkilerin
fenolik bilesen sonuglar1 Tablo 12°deki gibidir. MVS(¢)e fenolik bilesimi zengin olup
p-OH benzoik asit, vanilik asit, p-kumarik asit ve rutin bakimindan zengin bir bitki

olarak tespit edildi.
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Tablo 12. RP-HPLC-UV ile Numunelerin Fenolik Bilesen Sonuglari

Standart (ng fenolik/g numune) TSB(¢)e TSB(y-d)e ASM(y-d)e ASM(¢)e MVS(y-d)e MVS(¢c)e MVM(y-d)e MVM(g)e
1. Gallik Asit 3.23+0.06 3,324+0,01 3,07+0,18 3,23+0,76 2,1240,10 3,43+0,26 4,76£0,14  11,13x0,41
2.Protokatekuik Asit 30.71+£0.03 17,41+0,04 17,19+1,42 20,49+1,80 18,20+1,60 25,11£2,30 17,89+0,41 20,16+0,01
3. p-OH benzoik Asit 76.56+0.17 56,74+1,67 46,76+1,93 52,94+0,90 45,2240,78 57,87+0,75 45,32+0,12 63,17+1,59
4 Katesin 53,97+1,31 T.E. T.E. T.E. 45,19+1,26 39,45+4,92 T.E. T.E.
5.Vanilik Asit 65,01+0,10 37,99+0,42 33,44+1,51 T.E. 31,57+0,42 51,53+4,05 44,3340,53  38,50+0,70
6.Kaffeik Asit 53,19+0,27 42,18+0,19 T.E. T.E. 74,70+£0,36 46,63+1,98 39,48+43,10 59,86+0,05
7.Siringik Asit T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.
8.Epikatesin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

9. p-Kumarik Asit 848,03+2,70 T.E. T.E. 29,13+0,61 74,68+3,71 450,84+3,20 T.E. T.E.
10.Ferulik Asit T.E. T.E. 31,50+1,86 13,84+1,20 T.E. T.E. 36,05+£9,50 42,77+1,57
11.Rutin 336,52+15,32 226,82+15,97 199,07+1,39  540,38+8,32  132,10+4,12  219,10+6,33 T.E. 102,19+5,66
12.t-sinnamik Asit T.E. T.E. 15,63£4,26 12,20+0,09 33,57+£0,25 13,91+0,11 85,88+18,67 21,87+0,60
13.Luteolin T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

T.E:Tespit edilemedi.
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Dakika(d)

Sekil 37. HPLC-UV tarafindan 280 nm’deki kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)
Protokatekuik asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) Katesin, (5) Vanilik asit, (6)
Kaffeik asit, (7) Siringik asit, (8) Epikatesin, (9) p-Kumarik asit, (10)
Ferulik asit, (11) Rutin, (12) t-sinnamik asit, (13) Luteolin

B
B

a
a

mATJ 10

-

= = 2 = = = = 3 ES =

Dakika(d)

Sekil 38. ASM(y-d)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) Vanilik asit, (10) Ferulik asit, (11) Rutin, (12)
t-sinnamik asit

mAU

= E 20 25 = ) = EN ES =

Dakika(d)

Sekil 39. ASM(¢)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (9) p-Kumarik asit, (10) Ferulik asit, (11) Rutin,
(12) t-sinnamik asit
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Dakika(d)

Sekil 40. MVS(y-d)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik

mAU

Sekil

mAU

asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) Katesin, (5) Vanilik asit, (6) Kaffeik asit, (9)
p-Kumarik asit, (11) Rutin, (12) t-sinnamik asit

9
- 11 L
12 m,
= 1 2 3 1 5 6 =
[
I;akika(‘;) i i i i i i i i i i
41. MVS(¢)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik

asit, (3) p-OH enzoik asit, (4) Katesin, (5) Vanilik asit, (6) Kaffeik asit, (9) p-
Kumarik asit, (11) Rutin, (12) t-sinnamik asit

2]
w
(%31
[#)]

Dakika(d)

Sekil 42. TSB(y-d)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik

asit, (3) p-OH benzoik ait, (5) Vanilik asit, (6) Kaffeik asit, (11) Rutin
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Dakika(d)

Sekil 43. TSB(¢)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) Katesin, (5) Vanilik asit, (6) Kaffeik asit, (9)
p-Kumarik asit, (11) Rutin

mAU

[;sakika(fj) i i X i i i : i i i

Sekil 44. MVM(y-d)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) Vanilik asit, (6) Kaffeik asit, (10) Ferulik asit,
(12) t-sinnamik asit

mAU

Eol = 2 = = = = B = =

Dakika(d)

Sekil 45. MVM(¢)e kodlu numunenin kromatogrami. (1) Gallik asit, (2)Protokatekuik
asit, (3) p-OH benzoik asit, (5) Vanilik asit, (6) Kaffeik asit, (10) Ferulik asit,
(11) Rutin, (12) t-sinnamik asit
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7. TARTISMA ve SONUC

Tirkiye farkli iklimlere, cografik konuma, ekolojik faktorlere sahip olmasindan
dolay1 biyolojik kaynaklari bakimindan en zengin lilkelerden biridir. Bu denli zengin
cesitlilige sahip lilkemizde bitkilerin ¢cogu zengin polifenol ve flavonoid igerigine ve her
bitki tiirti de tipik fenolik profile sahiptir. Polifenolik bilesiklerin konsantrasyonu ve tipi
bitkinin floral orjiniyle alakali olup, antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve antikanser
aktiviteleri gibi bircok aktivitelerden sorumlu ana faktorlerdir. Bu ¢aligmada
antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in Primula vulgaris bitkisinin etanolik ve sulu
ekstraklar1 hazirlanarak spektrofotometrik in vitro antioksidan analizleri i¢in Toplam

Polifenol, FRAP, DPPH radikal temizleme aktivite testleri uygulandi.

Primula vulgaris bitkisinin ¢igek ve yaprak-dal kisimlarindan elde edilen iki farkli
polariteye sahip ekstraktin toplam antioksidan kapasitesi Troloks esdegeri cinsinden
(Troloks esdegeri antioksidan gii¢) FRAP yontemine gore hesaplandi. Fe™ iyonlarmin
indirgenmesi esasina dayanan FRAP testine gore ekstraklar 15.93-223.11umol
Troloks/g numune arasinda degisim gostermektedir. En yiiksek deger Macgka yoresinden
toplanan bitkinin c¢icek kisminin etanolik ekstraktinda, en diisiikk deger Akgaabat
yoresinden toplanan bitkinin yaprak-dal kisminin etanolik ekstraktinda tespit edildi.
Dolayisiyla en yiiksek FRAP aktivitesi Akgaabat bolgesinden toplanan bitkinin ¢igek
kisminin sulu ekstraktinda bulundu. Bu bize antioksidan aktiviteden sorumlu ajanlarin
fenolik maddelerden ileri geldigini fakat ekstrakt icerisinde bu yontemi kullanarak

hangi fenolik yapilarin oldugunu gostermez.

Folin-Ciocalteu yontemi, ekstraklardaki toplam fenolik madde miktarini gosteren
bir testtir. Calismamizda toplam fenolik madde miktarlar1 en diisiik deger Magka yoresi
2.266 mg GAE/ g numune, en yiiksek fenolik madde Bostanci bdlgesi 20.893 mg GAE/
g numune olarak tespit edildi.

Calismamizda Akcaabat, Bostanci, Macka mor ve sar1 renkli bitkilerin ¢igcek
kisimlarmin sulu ekstraklar1 karsilastirildiginda FRAP (p<0.016) ve DPPH (p<0.025)
parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunurken toplam fenolik
madde (p<0.376) i¢in anlamli farklilik bulunmadi. Akgaabat, Bostanci, Magka mor ve
sar1 renkli bitkilerin ¢igek kisimlarinin etanolik ekstraklar1 karsilastirildiginda toplam

fenolik madde (p<0.019), FRAP (p<0.016) ve DPPH (p<0.016) parametreleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu. Akgaabat, Bostanci, Macka mor ve sari
renkli bitkilerin yaprak-dal kisimlarinin etanolik ekstraklar1 karsilastirildiginda toplam
fenolik madde (p<0.015), FRAP (p<0.022) ve DPPH (p<0.022) parametreleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu. Akcaabat, Bostanci, Magka mor ve sari
renkli bitkilerin yaprak-dal kisimlarinin sulu ekstraklar1 karsilagtirildiginda toplam
fenolik madde (p<0.053), FRAP (p<0.015 ) ve DPPH (p<0.114) parametreleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu.

Literatiirlerde dogal iirlinlerin fenolik madde miktarlar: ile toplam antioksidan

kapasiteleri arasinda R*=0,6-1,0 arasinda degisen pozitif korelasyon gosterdigi
bildirilmektedir (83,57,84).

Bostanci’dan ve Akgaabat’tan toplanan bitkinin ¢icek kisminin etanolik
ekstratinda ve Bostancidan toplanan bitkinin ¢igek ve yaprak-dal kisminin sulu
ekstraktinda DPPH ile FRAP parametreleri arasinda anlamli negatif korelasyon bulundu
(p<0.05). Magkadan toplanan sar1 ve mor renkli bitkinin ¢icek kisminin etanolik
ekstratinda toplam fenolik madde ile DPPH parametreleri arasinda anlamli negatif

korelasyon bulundu (p<0.05).

Magka’dan toplanan mor renkli bitkinin yaprak-dal kisminin sulu ekstratinda
toplam fenolik madde ile FRAP parametreleri arasinda anlamli pozitif korelasyon
bulundu (p<0.05).Magkadan toplanan sari renkli bitkinin yaprak-dal kisminin sulu
ekstratinda toplam fenolik madde ile DPPH parametreleri arasinda anlamli negatif

korelasyon bulundu (p<0.05).

Etanolik ve sulu ekstraksiyonlar ile hazirlanan Primula vulgaris ekstraklarinin
toplam fenolik madde miktarlar1 Folin- Ciocalteu yontemine gore gallik asit standardi
kullanilarak tayin edildi. Bostanci bdlgesinden toplanan bitkinin ¢igek kisminda 20.893
mg GAE/g, Magka bolgesinden toplanan sari renkli bitkinin ¢icek kisminda 12.810 mg
GAE/g arasinda degisen konsantrasyonlarda toplam fenolik madde miktarlar1 bulundu.
Fenolik asitler ve polifenoller bol miktarda hidroksil grubu igeren polar bilesiklerdir ve
bu nedenle de polar ¢oziiciilerde iyi ¢Oziiniirler. Etanol polaritesi sudan daha diisiik
olmasina ragmen organik molekiiller i¢in c¢ok iyi bir ¢oziiciidiir. Polar molekiilleri
¢Ozebildigi gibi az da olsa diisiik polariteli molekiilleri de sudan daha 1yi ¢6zmektedir.

Ancak toksik oldugundan dolay1 gida endiistrisinde kullanilmamaktadir. Fakat bilimsel
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arastirmalarda antioksidan kapasitenin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan ekstraksiyon
¢oziiciilerinden birisidir. Jaberian et al. (2012) de yaptiklar1 ¢alismada P. auriculata, F.
vaillantii ’nin toplam fenolik madde miktarim1 6.54 mg GAE/g (F. valliantii) - 11.32 mg
GAE/g (P. auriculata) olarak degistigi bildirilmektedir. Bu bildirilen miktarlar bizim
Bostanci yoresinden toplanan Primula vulgaris bitkisinin ¢igek kisminin etanolik
fraksiyonunda buldugumuz toplam fenolik madde miktarindan daha diisiik

konsantrasyondadir.

Cesitli dogal tirtinlerden bitkiler, bal, polen, propolis gibi ornekler icerdikleri
fenolik yapiya sahip sekonder metabolit ajanlarin konsantrasyonlar1 c¢esitli ¢evre
sartlarindan ve buna bagli olarak metabolik ihtiyaglarinin degisik olmasindan dolay1
farkliliklar gostermektedirler. Ornegin, Mersin yoresinden toplanan Primula vulgaris
bitkisinin sulu ve etanolik ekstraklarinda, toplam fenolik madde miktar1 89.6 ve 122.8
ug GAE/mg degerine sahip oldugu belirtilmistir (85). Bu bildirilen miktarlar bizim
Bostanci yoresinden toplanan Primula vulgaris bitkisinin ¢i¢cek kisminin etanolik
fraksiyonunda buldugumuz toplam fenolik madde miktarindan daha yiiksek

konsantrasyondadir.

Ayrt ayrt fenolik maddeleri belirlemek icin saf fenolik madde standartlart
kullanilarak yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin yapmak gerekir,
ya da gaz kromatografisi—kiitle spektroskopisi (GS-MS) kullanilarak bu polar
bilesiklerin tanimlanmalar1 miimkiin olmaktadir. Calismada Primula vulgaris’in
etanolik ekstraklarinda var olan fenolik bilesikleri belirlemek maksadiyla 13 ayr saf
fenolik standart kullanilarak HPLC- DAD ile ayirma ve tanimlamalar yapildi. Ters faz
(RP)- HPLC ile Cyg kolon kullanilarak ve dedeksiyon fotodiyot (DAD) dedektor
kullanilarak degisik UV bolgerinde fenolik bilesenler belirlendi. Bu amagla; gallik asit,
protokatekuik asit, p-hidroksi benzoik asit, katesin, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit,
epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, t-sinnamik asit ve luteolin standartlari
kullanilarak tayinler yapildi. Bunun i¢in 6nce her bir standart icin 15181 absorbaladiklar
maksimum dalga boylar1 ve alikonma zamanlari hesaplandi ve sonra tiim karisim
halinde HPLC’de standart kromatogram elde edildi. Bu fenolik bilesenlerin
kromatografik ayrilmalarinda 150 mm veya 250 mm uzunluk, 4 mm veya 4,6 mm i¢ ¢ap

ve 5 um partikiil biliyiikliigline sahip ters faz Cig kolonlar literatiirde en sik karsilasilan
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kolon tipleridir (86,87,88). Bu c¢alismada literatiirle uyumlu sekilde ters faz Cig (150

mm X 4,6 mm i.d., Sum) kolonu kullanildz.

Calismada 13 adet fenolik bilesen standard: kullanildi. Akcaabat, Magka ve
Bostanci bolgesinden toplanan Primula vulgaris bitkisinin ¢igek ve yaprak-dal kisimlari
olan 8 adet numunemizin hepsinde protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, gallik asit,
vanilik asit ve rutin degisen konsanstrasyonlarda tesbit edildi. Siringik asit, epikatesin

ve luteolin ise higbir bitki 6rneginde tespit edilemedi.

Magka bdlgesinden toplanan sar1 renkli Primula vulgaris’in ¢igek kisminin
fenolik bilesimi zengin olup p-OH benzoik asit, vanilik asit, p-kumarik asit ve rutin
bakimindan zengin bir bitki olarak tespit edildi. Ozellikle katesin ve p-kumarik asit
Macka bolgesinden toplanan sar1 renkli bitkinin hem ¢i¢cek hem de yaprak-dal kisminda
temel fenolik bilesenleri olarak bulundu. Ayrica p-kumarik asit, Bostanci bolgesinden
toplanan bitkinin ¢icek kisminda yiiksek konsantrasyonda tespit edildi. Jaberian vd.
(2012)’de yaptiklart ¢alismada bir vulgaris tiirii olan Falcaria vulgaris’incarvacrol ve

fumarik asit bakimindan zengin oldugu bildirilmektedir.

DPPH radikali temizleme testi, ¢esitli dogal iirlinlerin serbest radikal temizleme
yeteneginin Ol¢iilmesinde sik kullanilan bir metottur (89,90,91). DPPH ticari olarak
satin alinan bir radikal olup bir elektron veya hidrojen aldiginda 517 nm’de maksimum
absorbans verir (58). DPPH radikalinin % 50’sinin olusumunu engelleyen madde
miktar1 SCsp olarak tanimlanir ve diisik SCso degeri yiiksek radikal temizleme

aktivitesini gosterir.

Calisilan iki farkli polaritedeki Primula vulgaris ekstraktlariin DPPH radikal
temizleme aktiviteleri en yiiksek Bostanci yoresine ait bitkinin ¢igek kisminin sulu
fraksiyonunda (SCso: 0.282 mg/mL), en diisiik Magka yoresine ait sar1 renkli bitkinin
cicek kisminin sulu fraksiyonda (SCsp: 1.391 mg/mL) olarak bulundu. Etanolik
ekstraklara bakildiginda Primula wvulgaris bitkisinin  DPPH radikal temizleme
aktiviteleri en yilksek Macgka yoresine ait sar1 renkli bitkinin ¢igek kisminda (SCsyp:
0.469 mg/mL), en disiik Bostanci yoresine ait bitkinin yaprak-dal kisminda (SCsp:
2.153 mg/mL) olarak bulundu. Kisacasi bitki ekstraklarinin her birinin DPPH radikaline
kars1 etkili oldugu ve 0.256 ile 7.858 mg/mL arasinda SCsy degerlerine sahip olduklari

bulundu. Sonuglara gore en yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip Bostanci
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yoresine ait TSB(¢)e, en diisiik temizleme aktivitesine sahip ise Akgaabat yoresine ait

ASM(y-d)e numunesi olarak bulundu.

Bitkilerde ¢ok farkli yapida antioksidan bilesikler mevcuttur ve her bir
antioksidan bileseni ayrica 6l¢gmek ¢ok zordur. Bu nedenle her Oziitiin antioksidan
potansiyelini degerlendirmek icin birkag farkli test kullanmak daha yararli ve
bilgilendirici olabilir (92,56,58,93). Bu c¢alismada baslica {i¢ metotile Primula
vulgaris’in antioksidan kapasitesi belirlenmeye c¢alisildi; toplam fenolik madde tayini,
demir (Il1) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP) tayini ve DPPH (2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi tayini.

Gliniimiizde bitkisel 6ziitlerin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde
pek ¢ok yontem kullanilmaktadir. Bunlardan toplam fenolik madde miktar1 (TFM) ve
demir (III) indirgeme giicii (FRAP) yontemleri literatiirde kabul gormiisen gecerli
testlerdendir. Bir redoks reaksiyonu olan FRAP olarak adlandirilan test, biyolojik
materyallerin toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Indirgeme kuvveti drnekte bulunan biitiin bilesiklerin indirgeme potansiyellerinin
toplamini olusturur ve bulunan yiiksek FRAP degeri yiiksek Fe** indirgeme kuvvetini

gostermektedir.

Sonu¢ olarak Akggabat, Magka ve Bostanci yorelerinden toplanan Primula
vulgaris fenolik bilesiklerden zengin bir dogal iriin olup, yapisinda bulunan
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, gallik asit, vanilik asit ve rutince zengin
antioksidan yapilarindan dolay1 biyolojik degeri yiiksek bir iirlindiir. Karadeniz bolgesi
Primula vulgaris dikimi ve tiretimi i¢in ¢ok elverigli bir bolge olmasi nedeniyle bu
degerli irlinlin gida sanayiinde daha yaygin bi¢gimde kullanilmasi koruyucu tip

agisindan yararli olacaktir.
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. ONERILER

Calismamizda 3 antioksidan testden baska literatiirlerde sik kullanilan diger
antioksidan testler de ¢alisilsaydi daha detayli inceleme olurdu.

. Antioksidan parametrelerin yaninda antimikrobiyal aktivite de incelenmis
olsaydi Primula vulgaris’in biyolojik etkinligi daha belirgin olarak ortaya
¢ikmis olurdu.

. Bu calismanin devaminda izolasyon ¢aligmalar1 yapilip biyolojik aktif
bilesikler belirlenme yoluna gidilebilir. Sonrasinda bu aktif bilesiklerin
etkinligi deney hayvanlarinda in vivo deneylerle incelenebilir.

. Fibroblast hiicre serilerinde t-BHP (t-biitil hidroperoksit) ile uyarilmis DNA

hasar1 (genotoksisite) lizerine etkisi comet assay yontemi ile arastirilabilir.
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