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OZET

Antioksidanlar, bircok biyomolekiille kolayca etkileserek zarar verebilen serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek, bir¢ok hastaliga ve erken yaslanmaya neden olabilecek
zincir reaksiyonlari1 dnlerler. Bu calismada amacimiz Oncelikle endemik bir bitki olan
Polygonum bistorta ssp. carneum’un metanol, kloroform ve sulu ekstraktlarinin
antioksidan karakterini incelemek ve bu etkide 6nemli rol oynayan fenolik bilesiklerini
belirlemekti. Bitki halk arasinda bir¢ok hastalik i¢in faydali olarak bilinen Anzer balinin
tiretildigi Anzer yaylasindan toplanmistir. Bitkinin ekstraktlarinin DPPH radikal temizleme
aktiviteleri standart antioksidanlar katesin, BHT, Troloks® ve askorbik asit ile
karsilastirmali olarak incelendi. Ekstraktlar ayn1 zamanda antimikrobiyal aktivite agisindan
da incelendi.

Bitkinin kimyasal bilesimini kapsayan calisma Belgika’da Ghent Universitesi’nde
yapildi. Bu c¢alismada metanolik ekstraktlarda 12 fenolik standart kullanilarak RP-LC-
DAD ile analiz yapildi. Ekstraktlarin her birinde oldukg¢a farkli profiller elde edildi. LC-
MS-ESI yontemi mevcut olan fenolik bilesiklerin aydinlatilmasi i¢in kullanilda.

P. bistorta ssp. carneum’un metanolik ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesikler,
standartlar ve literatiirde rapor edilen alikonma zamani ve kiitle spektrumlari ile
karsilastirilarak tanimlandi. Sonug olarak metanolik ekstraktlarda gallik asit, protokatekuik
asit, klorogenik asit, prosiyanidin dimer, katesin, epikatesin, isorhamnetin, kamferol,
apigenin, kuersetin flavonoidler ve ayrica glikozidik-isorhamnetin, kamferol, apigenin ve
kuersetin flavonoidler mevcut metoda gore gozlendi.

Bitkinin kloroform ekstraktlart CGC-MS ile analiz edildi. Ekstraktlarda baz1 terpenler,
aldehidler, karboksilik asitler, ketonlar ve alkoller gzlendi.

Metanol ve sulu ekstraktlarin antioksidan aktivitesi daha yiiksek bulunurken, sadece
kloroform ekstraktlarinda 6nemli derecede antimikrobiyal aktivite gozlendi.

Mevcut calismada clde edilen tiim sonuglar bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivite
acisindan 6nemli olan fenolik asitler ve flavonoidlerce zengin oldugunu ve yapilan

antioksidan test sonuglarin1 ve meshur Anzer balinin faydalarini dogrulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Polygonum bistorta ssp. carneum, antioksidan, antimikrobiyal,
fenolik.
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SUMMARY

The Determination of Chemical Composition of Polygonum bistorta ssp. carneum Extracts
by Chromatographic Methods and Their Antioxidant and Antimicrobial Activities

Antioxidants, by scavenging free radicals interacting with and easily modifying many
biomolecules, prevent chain reactions resulting in many diseases including early aging.
The aim of the current study was to investigate the antioxidant activity of methanolic,
chloroform and aqueous extracts of Polygonum bistorta ssp. carneum and to determine
chemical composition. The plant was collected from Anzer Plateau, well-known with its
famous Anzer honey with many health benefits. The antioxidant activities of the extracts
were evaluated with DPPH radical scavenging activity test comparing with standards
catechin, BHT, Trolox® and ascorbic acid. The extracts were also tested for antimicrobial
properties.

The chemical composition of the extracts was studied in Ghent University in Belgium.
The methanolic extracts were analyzed with RP-LC-DAD by using 12 phenolic standards.
The extracts revealed quite variable phenolic profiles. LC-MS-ESI method was used to
identify phenolics.

The phenolic components of the extracts were identified based on comparison of
retention times and mass spectra of standards and literature data. The following
compounds were observed in the methanolic extracts: gallic acid, protocathecuic acid,
chlorogenic acid, procyanidin dimer, catechin, epicatechin, isorhamnetin, kaempferol,
apigenin, and quercetin.

The chloroform extracts were analyzed with CGC-MS method and found to contain
terpenes, aldehydes, carboxylic acids, ketones, and alcohols.

While methanolic and aqueous extracts showed better antioxidant activity, only the
chloroform extracts had antibacterial and antifungal activity against test microorganisms.

The results confirmed the antioxidant rich composition of this Anzer plant with
phenolic acids and flavonoids and good antioxidant character, as well as benefits of Anzer

honey.

Keywords: Polygonum bistorta ssp. carneum, antioxidant, antimicrobial, phenolic.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Canli organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmasi icin antioksidatif
korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Bazi durumlarda antioksidatif koruyucu
sistemin iyi ¢alismamasindan dolayi, serbest radikallerin viicutta fazlalastigi goriliir.
Antioksidanlar, hiicreye zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
baslattig1 zincir reaksiyonu durduran ve boylece viicudumuzdaki hayati bilesenlerin zarar
gormesini engelleyen molekiillerdir. Son yillarda sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin
goriilmeye baslamasi nedeniyle besin kimyasi ve koruyucu tibbin bitkisel kaynakli dogal
antioksidanlara ilgisi artmistir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en Onemli
gruplarini olustururlar (Rice-Evans vd., 1997). En yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar
flavonoidler, sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Eski
zamanlarda ¢igek, bitki ve ballar ilag olarak kullanilirdi. Tiim ballar yapilarindan dolay1
(anti-oksidan ve anti-bakteriyel v.b.) insan viicudu {iizerinde pozitif etkiye sahiptirler.
Arilarin bulunduklar1 ortamin florast balin igerigi agisindan olduk¢a 6nemli bir faktordiir.
Bu faktore bolgesel 6zellikler ve iklim kosullarinin da etkisi biiytiktiir (Mendes vd., 1998).

Anadolu’nun kuzey-dogusunda yer alan Anzer bolgesi 6zellikle bu bolgeden elde edilen
Anzer baliyla Tiirkiye’de ¢ok meshurdur. Anzer balinin diger ballardan daha fazla saglik
faydalar1 olduguna inanilmaktadir ve bal iireticileri hepatit B gibi pek ¢ok hastaliga karsi
tedavi edici oldugunu ifade etmektedirler. Anzer balinin saglik agisindan faydalarinin onun
60 endemik tir iceren 500 farkli ¢icege sahip floral orijiniyle alakali oldugu
diisiiniilmektedir (URL-1, 2006).

Anzer balinin kompozisyonu kismen bal arilar tarafindan ziyaret edilen bitkilerden
tirevlenmistir. Polygonum bistorta ssp. carneum Anzer balinin floral karakterini
belirledigi diisiiniilen endemik bitkilerden biridir.

Anzer balinin essiz Ozelliklerini belirlemede bitkinin potansiyel roliinden dolay1 P.
bistorta ssp. carneumun kimyasal karakterizasyonu ticari olarak da 6nemlidir. Mevcut
calismada Anzer yaylasindan toplanan P. bistorta ssp. carneum bitkisinin ekstraktlarinin
ve esansiyel yaglarinin igeriginin yani sira fenolik bilesik icerigi de arastirildi. Bu

calismada ayni zamanda ekstraktlarin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri incelendi.



1.2. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijen metabolik yollarin birincil oksidan molekiiliidiir. Oksidatif stres oksijen
kullanan metabolik yollardan kaynaklanmaktadir ve pro-oksidan / anti-oksidan sistemler
arasindaki dengenin bozulmasi neticesinde ortaya ¢ikmaktadir. Pro-oksidan sistem anti-
oksidan sisteme baskin geldiginde yani fazla miktarda oksidan bilesen iiretildiginde
oksidatif stres meydana gelmektedir. Bu durum genellikle radyasyona maruz kalindiginda,
cevresel kirleticilerin ve ilaglarin metabolize edilmesi sirasinda ve bir hastalik ya da
enfeksiyona kars1 bagisiklik sistemi cevabi olustugunda ortaya ¢ikmaktadir. Sonug olarak
ta birgok biyomolekiil hasar gormektedir. Karbohidratlar oksidatif stres fiiriinleri olan
serbest radikallerle reaksiyon vererek karbon merkezli radikallere donilismektedirler.
Hidroksil radikali niikleik asitlerin yapisindaki pentozfosfat yapiya saldirmakta ve
degisikliklere sebep olmaktadir. Son yillarda niikleik asit yapisinda 8-hidroksi guanozin
tespit edilmesi oksidatif hasarin bir belirteci olarak kullanilmaktadir. Proteinler de oksidatif
stresten hasar gormekte, ¢cogunlukla tirozin, metiyonin, prolin, histidin, fenil alanin ve
triptofan birimleri degisiklige ugramaktadir. Lipidler oksidatif stres neticesinde
peroksidasyona maruz kalmakta ve sonugta membranlarin yapt ve fonksiyonlari
etkilenmektedir. Malondialdehit (MDA) lipidlerin radikalik saldir1 sonucu olusturdugu bir
iriindiir ve bir¢cok arastirma da oksidatif stresin ya da antioksidan statiiniin bir gostergesi
olarak miktar1 belirlenmektedir.

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmig molekiillerinin ayrilmalar1 sonucunda
olusan, dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel agidan
yiiksiiz atom ya da molekiillerdir. Bunlarmn yaklasik 10 s gibi bir émiirleri bulunmaktadr.
Serbest radikaller son derece reaktiftirler, yani diger atom ya da molekiillerle kolayca
reaksiyona girerler.

Serbest radikallerin normal metabolizmaya ait bir iiriin oldugu sonradan anlasilmis ve
giiniimiizde radikallerin pek ¢ok hiicrede molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina yol
actigr iyi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve doku yikiminda rol aldig:1 kabul
edilmektedir (Storz ve Imlayt, 1999). Serbest radikallerin baslica sigara, alkol ve lipit
metabolizmasi tiriinleri, viriisler, glines 1sinlar1, X 1sinlar1 ve kozmik 1sinlar, sanayi atiklari,
otomobil egzoz gazlari, ozon, agir metaller, kirli su ve havadan da olusabildigi
bilinmektedir (Sies, 1991). Ayn1 zamanda serbest radikaller aktive olmus fagositler,

antineoplastikler (nitro furantoin, bleomisin, doksorubusin, adriamisin) ve stres



(katekolamin artar - katekolamin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir)
sonucu biyolojik olarak {iretilir. Bugilin serbest radikaller kanser, yaslanma, Alzeheimer,
ateroskleroz gibi pek ¢ok hastaligin olusmasindan sorumlu ajanlar olarak ele alinmaktadir.
Radikaller, oksijen igerip i¢ermedigine gore, serbest oksijen radikalleri (SOR) ve
oksijen icermeyen radikaller olarak ikiye ayrilir (Diindar ve Aslan, 2000). icerdigi iki
eslesmemis elektrondan dolay1 molekiiler oksijenin kendisi de ayni zamanda “biradikal”
olup 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 tam olarak suya indirgenebilmesi i¢in dort
elektrona ihtiyag duymaktadir. Biyolojik sistemlerde siklikla olusabilen serbest oksijen

radikalleri Tablo 1’de verilmektedir.

Tablo 1. En sik karsilagilan serbest radikaller ve baz1 6zellikleri

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin

Adr Simgesi Kimligi
Hidrojen radikali H* Bilinen en basit radikal
Stiperoksit radikali 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara iiriinii
Hidroksil radikali OH* En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali
Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 102 Yarilanma 6mrii kisa, gii¢lii oksidatif form
Perhidroksil radikali HO,’ Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu
artirmaktadir
Peroksil radikali ROO* Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize

olma yetenegi

Triklorometil CCly’ CCl, metabolizmasi {irlinii, karacigerde tiretilen bir radikal
radikali

Tiyil radikali RS® Silfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron iceren tiirlerin genel adi
Alkoksil radikali RO® Organik peroksitlerin yikimu ile iiretilen oksijen metaboliti
Azot monoksit NO* L — argininden in vivo lretilir

Azot dioksit NO; NO'in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir




Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin ¢ogunlugunu serbest oksijen radikalleri
olusturur. Bunlarin biiyiik kismi aerobik solunum sirasinda mitokondrilerde indirgenmis
karbon birimlerinden alinan elektronlarin cesitli elektron tasiyicilardan gegerek en son
elektron alicis1 olan molekiiler oksijene transferi esnasinda meydana gelir. Oksijenin tam
olarak indirgendigi reaksiyonlarda son liriin daima sudur. Oksijenin kismi indirgenmesi
sonucu serbest oksijen radikalleri olusur. Molekiiler oksijenin bir elektron almasiyla
stiperoksit (O,"), iki elektron almasiyla hidrojen peroksit (H,0O.), ii¢ elektron almasiyla ise
hidroksil (OH") radikali olusmaktadir (Winston, 1991; Matés vd., 1999).

Stiperoksit (Oy"), molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle meydana
gelen radikal olup, daha ¢cok O, veya O, anyonu seklinde gosterilir. Siiperoksit radikali
aerobik hiicrelerde oldukc¢a sik olusur. Fakat daha cok elektron transfer sistemlerinde
meydana gelir. Bunun yaninda pek c¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla da
meydana gelebilir (Halliwell vd., 1992). Siiperoksit radikali, diger radikallere nazaran daha
az toksik etkiye sahiptir ve yiiklii oldugu i¢in hiicre membranindan dogrudan gecemez.
Ancak eritrosit membranlarindaki anyon kanalindan gegebilir. Anyon kanalindan CI" ve
HCOs5 iyonlarmin yer degistirmesiyle gecebilmektedir. Siiperoksit radikalinin esas zararl
etkisi onun protonlanmasiyla meydana gelmektedir. Protonlanma ile ¢ok daha aktif bir
radikal olan perhidroksil radikali (HO,") meydana gelir. Stiperoksit radikali ile perhidroksil
radikali birbirleriyle reaksiyona girdiklerinde biri yiikseltgenirken digeri indirgenir. Bu
dismutasyon reaksiyonu sonucunda da oksijen molekiilii ve hidrojen peroksit meydana
gelir. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olusturur. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirtinler meydana geldiginden bu bir

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (Fridovich, 1975).

0, + e — O (1)
HO, + 0 + H — 0, + H,0, (2)
20, +2H — H,0, + O, 3)

Hidrojen peroksit bir radikal olmadig1 halde dogrudan cesitli radikallerin olusumunda
onemli bir rol oynar. Siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikalini olusturur (4).

H,0, + O —» °‘OH +OH + 0O, 4)

Hidroksil radikali (‘OH), SOR tiirlerinin en reaktif olamidir ve bilinen en etkili
oksidandir. Bu radikal, hiicrelerde mevcut olan tiim organik yapilara saldirabilme

yetenegine sahiptir. Hidroksil radikali iyonlastirici radyasyonun etkisiyle de olusturulabilir



ve muhtemelen x-1511 ve y-1sinlartyla hiicrelerin 6lmesine sebep olan en temel tlirlerden
biridir. Bu radikal kimyasal olarak siiperoksit ve peroksit radikalleri arasindaki reaksiyonla
da iiretilebilir. Dolayistyla siiperoksit ve peroksitin ayni anda iiretildigi canli sistemlerde
hidroksil radikalinin biyokimyasal olusumu da miimkiindiir.

H,0,'deki O-O baginin homolitik pargalanmasi iki hidroksil radikali verir. Homoliz
1siyla ya da iyonize edici reaksiyonla (1sikla) gerceklestirilir. HyO, ve Fe (II) tuzunun
karisimi hidroksil radikalini verir (5)

Fe? + H,0, ——» Fe” + OH + OH (5)

Bakir (I) tuzlar, Fe (II) tuzlarina gore ¢ok daha hizli olarak hidroksil radikalleri vermek
tizere H,0O, ile reaksiyona girer (6).

Cuv" + H,0, —» Cu™? + OH + OH (6)

Hidroksil radikalinin reaktivitesi olduk¢a yiiksek ve yarilanma Omiirleri ¢cok kisadir.
Canli sistemlerde olustuklar1 anda yakinlarindaki biyolojik molekiil ile derhal reaksiyona
girerler. Proteinlerde siilthidril guruplar1 (7) ve yag asitleri (8) bu radikallerin etkisinde
kaldiklarinda ¢esitli reaktiviteye sahip ikincil radikaller verirler.

R-SH + OH — —» RS" + H,0 (7)
-CH,- + OH —_, -CH- + H;O (8)

Serbest radikaller ve reaktif bilesikler oksidan veya prooksidan olarak tanimlanir. Bir
canlidaki oksidan maddelerden kaynaklanan oksidan diizeyi ise “oksidan statii” altinda
degerlendirilmektedir. Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlar1 inhibe eden bir
sisteme sahiptir. Radikallerle olduk¢a ¢abuk reaksiyonlara girerek oto-oksidasyon veya
peroksidasyonun ilerlemesini 6nleyen maddeler ise antioksidan olarak tanimlanirlar.

Antioksidan savunma ¢esitli mekanizmalarla etkisini gostermektedir. Bu mekanizmalar:

1. Radikal metabolit iretiminin dnlenmesi,

Uretilmis radikallerin temizlenmesi (radikallerin detoksifikasyonu)
Hiicre deformasyonunun onarilmast

Sekonder radikal tireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi

A

Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi

Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olarak ikiye ayrilirken dogal
antioksidanlar enzimatik etki gdsteren ve enzimatik etki géstermeyen antioksidanlar olarak
ikiye ayrilir. Enzimatik etki gostermeyen antioksidanlar ise endojen ve eksojen

antioksidanlar olarak ikiye ayrilabilir. Endojen antioksidanlar bulunduklar1 ve etkinliklerini



yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre i¢i (intraseliiler), membranal ve hiicre dis1

(ekstraseliiler) antioksidanlar olarak ii¢ sinif altinda toplanabilir.

Antioksidanlar

I

Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
BHT, BHA, Troloks, SOD mimikleri

\ ve ¢esitli selat olusturucu maddeler.

Enzimatik Enzimatik olmayan
SOD
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon S transferaz Seriiloplazmin p-Karoten
Sitokrom oksidaz Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD) siiperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumlu, glutatyon
peroksidaz (GPx) hiicre i¢inde diisiik konsantrasyonda olusan peroksit {iriinlerinin (R,0,)
dismutasyonundan ve katalaz (KAT) ise yiiksek konsantrasyonda olusan hidrojen
peroksidin (H,O,) dismutasyonundan sorumlu birer enzimatik antioksidan olup
etkinliklerini hiicre i¢inde gosterirler (Mates, 1999: Halliwell vd., 1992). Ornegin dort hem
grubu bulunan bir hemoprotein olan ve her alt birimin molekil agirligt 60 kDa olan
katalaz, aerobik solunum veya baska yollarla olusan hidrojen peroksiti oksijen ve suya
dontistiirerek zararli etkisinden organizmay1 korur. Katalaz, hidrojen peroksit, metil etil
hidroperoksitleri kiiciik molekiil agirlikli molekiilleri etkilerken biiyiik molekiilli lipit
hidroperoksitlerini etkilemez (Mates, 1999).

Katalaz
2H202 > HZO + 02

Glutatyon, bilirubin, radikal tutucu ozelligi ile iirik asit, albumin, bakir iyonlarini

baglayarak metal katalizli reaksiyonlari sinirlayan seruloplazmin, hemoglobin, ferritin birer



endojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidanlardir (Meister ve Anderson, 1983;
Diindar ve Aslan, 2000).

Stiperoksit radikali disindaki diger bir indirgeyici hiicresel ajan olan askorbik asit (C
vitamini), zincir kirict antioksidan etki gosteren a-tokoferol (E vitamini), radikal toplayict
etkisi bulunan B-karoten (vitamin A) ve polifenoller gibi molekiiller insan ve hayvan
organizmasinda sentezlenemeyen bitkiler tarafindan sekonder metabolit olarak {iretilen
maddeler olup radikallerin temizlenmesinde ve zincir reaksiyonlarinin durdurulmasinda
etkili birer antioksidan maddelerdir ve etkinliklerini enzimatik olmayan yolla siirdiiriirler
(Chen vd., 1988; Edge vd., 1997).

Nitrik oksit ile siiperoksidin reaksiyon iiriinli olan peroksinitrit ¢ok kisa yar1 omiirlii
ancak oksidatif doku hasarina neden olan son derece reaktif bir molekiildiir. Peroksinitritin
zararlt etkilerinin engellenmesinde rol oynayan, organizmada bulunan ya da disaridan
alan bir¢ok antioksidan bilesik mevcuttur (Konda vd., 1997; Heijnen vd., 2000). Seleno
bilesikleri, flavanoidler, katekinler, hidroksiguanidinler, metalotiyonein, indirgenmis
nikotinamid niikleotitleri ve iirik asit peroksinitriti temizleme aktivitesi iizerine c¢alisma
yapilmis bilesiklerdir. Bazi bilesiklerde peroksi nitriti ortadan kaldirmadan ziyade,
peroksinitritin gergeklestirdigi degisikliklerin geri donilisiimii saglanmaktadir.

Stiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve c¢esitli polifenoller de etkin rol
oynamaktadir.

Sentetik olarak iiretilen ve daha ¢ok antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak
kullanilan ticari adli Trolox, rutin, butillenmis hidroksi toluen (BHT), butillenmis hidroksi
anisol (BHA) gibi antioksidanlar da mevcuttur. Peroksi radikaliyle iki asamada etkileserek
cok daha az reaktif {iriinlere doniistiiren 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol yani butillenmis

hidroksi toluen (BHT) 6nemli sentetik antioksidandir.

OH

ROOH
ROO Me

Me
Stiper antioksidan haplar, Japon erigi, kokusuz sarimsak, mavi-yesil alg (yosun), havug,
portakal ve badem konsantreleri ilave edilmis “Activin” {iziim ¢ekirdegi ekstresinden

olusan bir bitkisel karigim olup ayrica A, C, E vitaminleri, selenyum, ¢inko ve kalsiyum



mineralleri de igermektedir. Ayrica iiriinii olusturan dogal bitki 6zleri, vitaminler ve
mineraller antioksidan etkileri bilinen ve bu amag i¢in kullanilan 6zel maddelerdir. Son
yillarda {iretilen bu tiir haplar yapay antioksidanlara 6rnek teskil etmektedir

Ferritin, laktoferrin, seruloplazmin, hemoglobin, a-globulin gibi plazma ve eritrosit
proteinleri Fe, Cu gibi serbest metal iyonlarin1 baglayabilme kabiliyetinden dolay1 Fenton
reaksiyonunu ve diger radikal olusturan reaksiyonlarin olusumunu engelledigi icin birer

antioksidan olarak rol oynarlar (Diindar ve Aslan, 2000).

1.3. Bitkisel Biyoaktif Bilesikler

Dogal bilesiklere verilen 6nem her gegen giin artmaktadir. Bu bilesiklerin bir kismi ise
bitkiler tarafindan ikincil metabolizma iiriinleri olarak sentezlenen molekiiller olup, sinyal
(haberci) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisit ve serbest radikallere karsi
koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar, proteinler ve yaglarin
sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki {rinleri" veya "fitokimyasallar" diye
adlandirilirlar. Bitkiler sinirsiz aromatik ve alifatik madde sentezleyebilme kabiliyetine
sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin oksijen ile substituye olmus

halleridir.

1.3.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler alt1 iiyeli aromatik halkaya direkt bagli bir hidroksil grubu (-OH)
iceren aromatik bilesiklerdir. Bu bilesikler zayif asidiktirler: hidroksil grubundan bir
hidrojen kaybetmeye meyilli olmalarindan dolay1r olusan fenolat anyonunun (CsHsO")
sudaki ¢oziniirliigli hayli yiliksektir (URL-2, 2006). Fenolik bilesikler bitkilerin temel
bilesenlerindendir ve bitkilerin ve onlardan tiiretilen iiriinlerinin besinsel ve organoleptik
ozelliklerinde 6nemli rol oynarlar (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Fang vd., 2007).
Bu bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi olup bitkiye koku ve tat verirken bazilar1 kinonlar
ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek cok bilesik, bitkinin tadindan sorumlu
olup bunlardan bazilar1 gida ve bazilar1 ise tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir.

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup bitki
aleminde 6000'den daha fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir (Bravo, 1998).



Polifenoller, bitkilerde ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum, ¢icek, kok ve govde
kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir. (Wollgast ve Anklam, 2000). Fenolik
bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki ayr1 gruba boliinebilir.

Fenolik asitler yaygin olarak bitki tag kisminda bulunur ve antioksidan karaktere
sahiptir. Baglica fenolik asitler gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit ve
vanilik asit gibi hidroksibenzoik asitler ve ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asit gibi
hidroksi sinnamik asitleri icerir.

Flavonoidler gesitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin
gruplar arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik
Ozelliklerden sorumlu olduklar1 i¢in, analizlerini 6nemli derecede ilging yapan bu tiir
tiriinlerin kalitesiyle yakindan ilgilidirler (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003).

Ayrica son yilarda pek ¢ok arastirma caligmalari polifenoller bakimindan zengin
besinlerin tiiketimiyle onlarin antioksidan 6zellikleri sayesinde kardiovaskiiler hastaliklar,
belli kanser tipleri ve diger yaslanmayla 1ilgili hastaliklardan korunmay1
iliskilendirmislerdir (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Rise-Evans ve Packer,1998;
Chang ve Kinghorn, 2001). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasiteleri
onlarin molekiil yapilarima baglidir. Hidroksil gruplarinin pozisyonu ve sayist ve
flavonoidlerin kimyasal yapilarindaki diger 6zellikler onlarin antioksidan ve serbest radikal
temizleme aktiviteleri i¢in 6nemlidir (Suschetet vd., 1998). Kuersetin dietlerde en bol
bulunan flavonol olup serbest radikal temizleme aktivitesi agisindan tiim dogru yapisal
ozelliklere sahip oldugu i¢in potansiyel bir antioksidandir (Pietta, 2000, Erkog v.d., 2003).
Flavonoidler insan viicudu tarafindan iiretilemezler ve bundan dolay1 da baslica giinliik
diyetlerden alinmalidirlar.

Flavonoidler genisce diizlemsel molekiillerdir ve yapilarinin gesitliligi hidroksilasyon,
metoksilasyon, prenilasyon veya glikozilasyon gibi siibstitiisyon modellerinden
kaynaklanir. 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 hallerinin kombinasyonlarina baglh olarak flavon, flavonol,
flavanon ve flavanol tipleri iginde alt gruplara ayrilirlar (Sekil 1). Izoflavonoidler C
halkasinin C—-3 pozisyonuyla B halkasina bagli flavonoidlerdir. Tiim yapilar ana bilesik

olan flavon (2-fenil benzopiron) ile iliskilidir (Prasain vd., 2004).
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Apigenin Kuersetin
(Flavon) (Flavonol)

Kaempferol Katesin
(Flavonol) (Flavanol)
COOH COO H

X
D
OH OH P
H
OH
H
Gallik Asit Kafeik Asit
(Hidroksibenzoik asit tiirevi) (Sinnamik asit tiirevi)

Sekil 1. Diyetlerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin yapilar

Bazen aglikonlar1 halinde mevcut olmalarina ragmen flavonoidler genellikle onlarin
sudaki ¢oziinilirliigiinii artiran ve inaktif formda depolanmalarina miisaade eden glikozit
formlarinda bulunurlar (Cuyckens ve Claeys, 2004). O- ve C- olmak {iizere iki glikozidik
bag tipi vardir. C- glikozilasyon bolgesi aglikonun C—6 veya C—8 pozisyonuyla sinirliyken,
O- glukozilasyon bolgesi genelde aglikonun fenolik hidroksil grubunda bulunur (Sekil 2)
(Becchi ve Fraisse, 1989). Aglikonlarin bir ya da daha fazla hidroksil gruplan asit-kararsiz
glukozidik O-C bagiyla olusan bir sekere baghdirlar. Flavonoidlerde genellikle
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glikozillenen belli hidroksil gruplar1 vardir. Bunlar flavonlar, flavanonlar ve izoflavonlarda
7-hidroksil grubu ve flavonoller ve flavanollerde 3- ve 7-hidroksil gruplaridir. 5-hidroksil
grubu C—4 de bitisik karbonil grubuyla hidrojen bagina katildigi i¢in C—4 de karbonil
gruplu bilesikler i¢in 5-O-glukozidler nadirdir (Prasain vd., 2004).

0
HoOO oOH OH Y\ 2
Ho© OH OH

Sekil 2. Kuersetin-3-O-f-rutinozit (rutin)’in yapisi

UV (Ultraviyole) ya da MS (kiitle spektroskopisi) dedeksiyonuyla birlikte RP-LC (ters
faz-sivi kromatografisi) bitki ekstraktlarinin fenolik bilesimleri i¢in seg¢ilen bir metottur.
Fenollerin ayrilmasi genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril (CH3CN, ACN) ve
modifiye edici olarak az miktarda asit iceren su hareketli fazlariyla g¢alisan CI18
kolonlarinda gerceklestirilir. Mobil fazda fenolik asitlerin protonlagsmalarini garantilemek
icin formik asit (HCOOH), asetik asit (AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve fosforik asit
(HsPOy) gibi asitler asidik modifiye ediciler olarak kullanilirlar ve bdylece pik sekli ve
¢Oziinirligin gelismesi saglanir (Wu vd., 2004). MS iyon kaynaginin bilesenlerine zarar
verebilecegi i¢in MS dedeksiyon kullanilirken anorganik H;PO4’tin  kullaninmindan
kacimilmalidir. TFA pek cok elektrofilik flor gruplarn igerdigi icin bunun eklenmesi
durumunda da bir proton verici olarak hizmet eder ve iyon baskisina sebep olur (Wu vd.,
2004).

On-line UV spektrum bilesiklerin tanimlanmasini kolaylastirirken, diyot serili
dedektorler (DAD) segicilik ve duyarliligi optimize etmek icin farkli dalga boylarinin es
zamanli olarak gorlintiilenmesi i¢in  kullanilirlar. RP-LC-DAD (ters faz-sivi
kromatografisi-diyot serili dedektor), pek ¢ok fenolik bilesik i¢in giiclii bir analiz yontemi
olacag1 gosterilmistir. Fakat yinede UV dedeksiyon belli uygulamalar i¢in yeterince

duyarli ve spesifik degildir. MS’in HPLC ile kombinasyonu (LC-MS) muhtesem segici ve
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duyarl teknikleri sayesinde bu dezavantajlarin iistesinden basariyla gelmistir (Chilla vd.,
1996; Goldberg vd., 1996, Bovanova ve Brandsteterova, 2000; Malovana vd., 2001). UV
dedeksiyonu ile seri olarak MS’in kullanimu bitki ekstraktlarinda polifenollerin analizi i¢in
carpici bir alternatif sunar. RP-LC giiciiniin yiiksek ¢oziiniirliikkte ayirmay1 saglamasiyla
birlikte MS tarafindan analitlerin kesin tanimlanmasi simdi miimkiindiir.

Fenoliklerin LC-MS  karakterizasyonu i¢in  ¢esitli  iyonlastirma  metotlar
kullanilmaktadir. Son zamanlarda, ilave yapisal bilgi saglamak i¢in pek ¢ok durumda
carpismadan kaynaklanan ayrigsma kullanimi pozitif veya negatif MS tipinde elektro sprey
iyonlagtirma (ESI) ile bagli LC kullanilarak bu bilesikler irdelenmistir (Wu vd., 2004).

Bu calismada, DAD ve ESI-iyon tuzak MS ile RP-LC‘in kombinasyonuyla P. bistorta

ssp. carneum ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

1.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlar oksidatif stresle, prooksidanlarin gidalarda, ¢evrede ve organizmada
meydana getirecegi hasarlarla miicadelede kullanilmaktadirlar. Maddelerin bu amacla
kullanilabilirligini belirlemek amaciyla bir¢ok antioksidan tayin yontemi gelistirilmistir.

Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlar1 burada 6zetlenecektir.

1.4.1. MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi

Ohkawa vd., (1979) nin ortaya koydugu metot bir miktar degistirilerek
uygulanmaktadir. Metot, karaciger doku homojenati, Fe™ ve C vitamini muamele edilerek
olusturulan Fenton reaksiyon karistminda olusan bir lipid peroksit iirlinii olan MDA'nin
sicak ve asidik ortamda tiyobarbiturik asit ile renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir.
Olusan bu renkli kompleks 532 nm'de maksimum absorbans olusturur. Tayinde
antioksidan aktivite kore géore MDA olusumunu %50 inhibe eden madde miktarlar1 (ICsp)
cinsinden verilir. %50 Inhibisyonu en az konsantrasyonda saglayabilen madde miktarini
veren madde antioksidan aktivite yoniinden en etkili olanidir. MDA olusumunun

engellenmesi antioksidan aktivitenin varligini gosterir.
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1.4.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan metoda gore indirgeme kuvveti 0ziitiin dolayli
olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe™ — Fe™ indirgenmesi ile
meydana gelen renk degisimi 700 nm'de takip edilerek belirlenir. Sonuglar, indirgeme
potansiyeli yiiksek ve ayn1 zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ile
karsilagtirillmak suretiyle yorumlanir. Giincel olarak kullanilan FRAP metodunda 2,4,6-
tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(IIl) tuzu kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli
0.7 V’tan daha diisiik olan bilesikler antioksidan olarak test edilebilmektedir. Polifenolik
antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun miktar1 bu yontemde aktiviteyi
etkilemektedir. FRAP yontemi H transferi ile radikal temizleyen ozellikle tiol ve

proteinlerin antioksidan kapasitesini 6lgememektedir.

Jx |‘-~ Hﬁ”(j\‘/mﬁ/(j

“‘H"FN;M
f/\*% T

;"H| O)i e
=

Fe''-TPTZ + indirgen antioksiden ———o—p Fe' -TPTZ (595 nm'de koyn mavi)

Sekil 3. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu

1.4.3. Tiyosiyanat Metodu

Bu metod linolenik asit, Tween-20 ve fosfat tamponu ile olusturulan emiilsiyon
ortaminda bulunan doymamis bir yag asidi olan linolenik asidin 40 °C'de 140 saat oksijen
ile inkiibasyonunda olusan lipid peroksidin miktarinin 6l¢iimiine dayanmaktadir. Yiiksek
absorbans diisiik antioksidan aktiviteyi, diisiik absorbans ise yiiksek antioksidan aktiviteyi
gosterir. Ortamda bir antioksidan maddenin varliginda lipid peroksit {irlinii olusamaz ve

konsantrasyonu dolayistyla absorbansi diisiik ¢ikar.
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1.4.4. Floresans Sonme Zamani Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Chang vd. (2001) tarafindan kullanilan metot modifiye edilmistir. Silika jelden
hazirlanmis ve floresans Ozellige sahip aluminyum-silikajel tabakalara niimune (0ziit)
emdirilip kurutulduktan sonra plaka linolenik asit emiilsiyonuna daldirilir, tamamen
kurutulur ve UV-lamba (254 nm) altinda bekletilir. Bu sirada oksijenin de etkisi ile
linolenik asit emiilsiyonunda 6nce kararmalar ve sonra parlak lekeler olusur. Olusan bu
parlak lekelerin kaybolma zamani antioksidan varligina baglidir ve antioksidan maddenin

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

1.4.5. Toplam Fenolik Madde Tayini

Metot, suda ve diger organik c¢oziiciilerde ¢éziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olusturur (Slinkard ve
Singleton, 1977). Bu metod aslinda numunenin indirgeme kapasitesini 6lgmesine ragmen

ad1 bunu yansitmamaktadir. Yani yontem aslinda bir antioksidan tayin yontemidir.

1.4.6. Toplam Antioksidan Gii¢ (TAR) Tayin Metodu

Bu tayin Erel (2004) tarafindan gerceklestirilen metot modifiye edilerek yapilmaktadir.
Fe?-o-dianisidin ¢Ozeltisi ve HyO, ¢Ozeltisi Fenton tipi bir reaksiyon vererek OH’
radikalini olusturmaktadir. Olusan bu radikal distik pH’larda renksiz o-dianisidin
molekiillerini, sari-kahverengi rengindeki dianisidil radikallerine oksitlemektedir.
Dianisidil radikalleri lizerinden baglayan bu oksidasyon sonucu dianisidil radikalleri de
kendi aralarinda reaksiyona girerek biiylik kompleksler olusturmakta, diger oksidasyonlara
neden olmakta ve zincirleme oksidasyon reaksiyonlari gereklesmekte ve olusan renk
giderek koyulagsmaktadir. Fakat ortama katilan ve antioksidan 6zellik gosteren bir madde
bu oksidasyon reaksiyonlarini durdurmakta ve dolayisiyla rengin koyulagsmasini da

engellemektedir.
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1.4.7. DPPH’ Radikali Temizleme Aktivitesi

DPPH" radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir (Cuendet vd.,
1997). Antioksidanlarla muamele, DPPH"’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diislisiine sebep olacaktir. Farkli numune konsantrasyonuyla muamele edilen
DPPH*in  absorbansindaki  de@isim  olgiilerek  absorbanslara  karsiik  gelen
konsantrasyonlarla grafik ¢izilerek y=ax+b denkleminde DPPH"® konsantrasyonunu yariya
diisiiren numune miktar1 pg/mL cinsinden belirlenmekte ve 1Csy degeri olarak ifade
edilmektedir. Bu metodun onemli bir dezavantaji biiyiik antioksidan molekiillerin sterik
engellenmeye maruz kalmalar1 nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metoda
antioksidan molekiiliin yapist ve boyutu test sonucunu etkilemektedir. Bu metot radikal
temizleme aktivite tayinlerinde kolayligt ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla

kullanilmaktadir.

Sekil 4. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formiilii

1.4.8. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Bu yontemde floresan bir protein olan B-fikoeritrin (B-PE) kullanilmaktadir. B-PE’den
kaynaklanan floresanstaki azalisin siddeti onun peroksil radikalinden gordiigii hasarin
miktarmni gostermektedir. Numunedeki antioksidan floresanstaki bu diisiisii yavaslatmakta

ya da durdurmaktadir.
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1.4.9. Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi

Bu yontem ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) molekiiliiniin
H,0, ve metmyoglobinle mavi-yesil renkli ABTS® radikaline déniismesi ve bu
doniistimiin 734 nm’de fotometrik olarak gdzlenmesine dayanmaktadir. Antioksidan

mevcudiyetinde bu doniisiim engellenmektedir.

'Tt SO3H

HO3

Sekil 5. 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™)
radikalinin formiilii

1.5. Antimikrobiyal Maddeler

20. ylizyilin baslarina kadar insan organizmasina zarar vermeden mikroorganizmalari
etkilemenin imkansiz oldugu diisiiniiliiyordu. M.O 2500 yillarinda bilingsiz olarak
antimikrobik tedavi yontemleri uygulanmis ve bu devirde enfeksiyon hastaliklar:
tedavisinde bitki kokleri, sarap ve kiif gibi maddeler kullanilmistir.

1600’1l yillarda Giiney Amerika’da, insanlar cinchora bitkisinin kabugunu yiyerek
sitmadan korunmuslar, ipeka bitkisinin kok ekstresini kullanarak amipli dizanteri
hastaligimi tedavi etmiglerdir. Cinchora bitkisinin kabugunda kinin, ipeka bitkisinin
koklerinde ise emetin bulundugu belirlenmistir. 20. ylizyildan itibaren patojen
mikroorganizmalar hakkinda bilgiler arttikca enfeksiyon hastaliklar ile savas da bilingli
olarak siirdiiriilmiistir.

1854-1915 yillart arasinda Paul Ehrlich, bir arsenik bilesigi olan arsfenamin ile sifilizi,
tripan kirmizist boyasi ile Afrika uyku hastaligini tedavi etmeyi basarmustir. 1927
yillarinda Almanya’da kimya endiistrisi alaninda ¢alisan Gerhard Domagk ve ekibi, ¢esitli
boyalarin patojen bakterilere etkinligini ve hayvanlardaki toksik etkisini arastirmiglardir.
Bu arastirma sirasinda, deri boyamada kullanilan prontosil kirmizisi adli boyanin

hayvanlara toksik olmadigini, stafilokok ve streptokoklara etkili oldugunu saptamislardir
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ve bu bulgunun 1935 yilinda yayinlanmasindan bir y1l sonra prontosil kirmizisinin viicutta
siilfanilamide doniistiigli ve antibakteriyel aktiviteyi bu maddenin sagladig1 anlasilmstir.
1929 yilinda S. Alexander Fleming tarafindan bulunan ve bu yillarda toksik etkileri
nedeniyle kullanim alanina giremeyen penisilin 1940 yilinda kullanilir hale Ernest Chain
ve Howard Florey tarafindan getirilmistir. Penisilin 2. Diinya Savasi’nda yara enfeksiyonlu
bircok askerin hayatin1 kurtarmistir. Son yillarda antibakteriyel etki alan1 daha genislemis

ve toksik etkisi az olan bir¢ok antibiyotik ve kemoterapoétik tiretilmistir.

1.5.1. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

Antimikrobiyal maddede olmasi1 gereken en o©nemli oOzellik segici toksisitedir.
Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal madde diisiik konsantrasyonlarda bile etkili olup
cok az toksik olmalidir. Boyle bir etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in antimikrobiyal maddenin
hedef olarak memeli hiicrelerinden c¢ok mikroorganizmalar segilmelidir. Bakteriler
prokaryot, memeli hiicreler 6karyottur. Prokaryot hiicrede var olan, ancak dkaryot hiicrede
bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin; sefalosporinler,
stilfonamidler) yiiksek derecede segici toksisiteye sahiptir. Viriisler konak hiicreye entegre
olduklarindan, konaga zarar vermeden viriisii etkilemek olanaksizdir. Virlislere etkili
ilaglarin se¢ici toksisitesinden hi¢ s6z edilemez. Mantarlarda 6karyot hiicre yapisindadir ve
memeli hiicrelerine benzerler. Bu nedenle antimikrobiyal maddeler i¢in segici toksisiteden
s0z edilemez.

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az yada ¢ok
olusuna bagl olarak, dar yada genis spektrumlu seklinde tanimlanir. En dar spekturumlu
maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma iizerine etkili ve tedavide ideal
antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler
konagin dogal bagisikliginda énemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan normal
mikroorganizma florasin1 bozar. Fakat birgok patojenin birlikte etken oldugu
enfeksiyonlarda ya da mikrobiyoloji laboratuar1 sonuglarimin beklenemeyecegi acil
durumlarda genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar...)
kullanilir.

Bazi bakteri ve mantar tiirleri tarafindan olusturulan, mikrobisid veya mikrobiyostatik
etki gosteren maddelere antibiyotik denir. Mikrobisid madde mikroorganizmalari 6ldiiriicii,

mikrobiyostatik madde ise mikroorganizmalarin iiremesini durdurucu etki gdosterirler.
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Antibiyotiklerle benzer 6zelliklere sahip olan, tiimiiyle sentetik (kimyasal yolla sentez

edilen) olan maddelere de kemoterapotik denir.

1.5.2. Antibakteriyel Maddenin Siniflandirilmasi

Antibakteriyel maddeler bakteriler lizerine bes farkli yoldan etki eder:
1-) Hiicre duvar sentezinin inhibisyonu
-Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler, glikopeptid antibiyotikler
2-) Sitoplazma zarin fonksiyon ve yapisinin bozulmasi
-Polimksinler
3-) Protein sentezinin inhibisyonu
-Amino glikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolid antibiyotikler
4-) Niikleik asit sentez ve fonksiyonlariin bozulmasi
-Kinonlar, rifamisin, nitrofurantoin
5-) Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasi

-Siilfonamidler

1.5.3. Antibiyotiklere Duyarhhk Deneyleri

Giliniimiizde enfeksiyon hastaliklar1 etken mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarlilik
deneyi sonuglarina gore, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun antimikrobiyal
madde ile tedavi edilir. Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliligi temelde iki farklh
yontem ile belirlenebilir.

1. Diliisyon Yontemi

2. Difilizyon Yontemi

Diliisyon Yontemi: Antibiyotiklerin sivi veya kat1 (agarda diliisyon) besiyerlerinde bir
seri halinde seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarlilig1 belirlenecek bakterinin
belirli sayida hiicre iceren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesidir. Deney serileri
uygun sicaklikta (35-37 °C’de) ve bakterinin iiremesi i¢in uygun siire (16-20 saat)
bekletildikten sonra sonuclar ile bakterinin {iremesini durduran en az antibiyotik miktari

(minimum inhibisyon konsantrasyonu, MIC) belirlenir.
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Difiizyon Yontemi: Yontemin esasi belirli konsantrasyondaki antibiyotiklerin kati
besiyerine difiize olmasi yani yayilmasidir. Antibiyotikler genellikle kagit disklere belli
konsantrasyonlarda emdirilir ve bunlar antibiyotik kaynagi olarak kullanilir. Bu yontem
disk-diflizyon yoOntemi olarak adlandirilir. Diliisyon yonteminden farki antimikrobiyal
maddelerin bir tek konsantrasyonunun etkinligi denenir.

Disk-diflizyon yoOntemine benzeyen, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
belirlenmesini saglayan E-testi (Dereceli antibiyotik seridi yontem) kantitatif yontem

olarak kullanilir.

1.6. Bitki Bilesenlerinin Analizinde Kullanilan Yontemler

1.6.1. Modern Kromatografik Yontemler

Kromatografi diger yontemler tarafindan ayrilmalari ¢ogunlukla miimkiin olmayan pek
cok karmasik karisimlardaki benzer bilesenlerinin ayrilmalarina izin veren g¢esitli ve
onemli metotlar grubudur. Tiim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da
stiperkritik akigkan olabilen hareketli bir fazda ¢oziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun
bir sabit faz boyunca gegirilir. Bu iki faz oyle se¢ilir ki numunenin bilesenleri hareketli faz
ve sabit faz arasinda kendiliklerinden farkli derecelerde dagilirlar. Sabit faz tarafindan
giiclii bir sekilde tutulan bilesikler hareketli fazin akisiyla sadece yavasca hareket ederler.
Ote yandan sabit faz tarafindan zayifca tutulan bilesikler ise hizlica hareket ederler.
Hareketlilikteki bu farkliliklarin bir sonucu olarak numunenin bilesenleri kalitatif ve/veya
kantitatif olarak analiz edilebilen ayr1 bantlar i¢inde ayrilirlar (Skoog vd., 1998).

Kromatografi hareketli fazin 6zelliklerine bagli olarak baslica ti¢ forma ayrilabilir:

e (Gaz kromatografisi

e Sivi kromatografisi

e Siiperkritik akigkan kromatografisi

Kromatografik islemler asagidakilere gore siniflandirilabilirler:

e Adsorpsiyon kromatografisi

e Dagilma (paylasim) kromatografisi

e Iyon-degisim kromatografisi

¢ Boyut eleme kromatografisi
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S1v1 kromatografide tiim bu dort form uygulanabilir. Bilesenlerin uguculugunun gerekli
olusunun bir sonucu olarak gaz kromatografisinde yalnizca adsorpsiyon kromatografisi ve

paylasim kromatografisi uygulanabilir (Sandra, 2004).

1.6.1.1. Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi ucucu organik bilesikleri ayirmak i¢in kullanilan bir tekniktir.
Tipik bir modern gaz kromatografi sistemi bir gaz hareketli faz kaynagi, bir enjeksiyon
portu, sabit faz iceren bir ayirma kolonu, bir dedektér ve bir veri kayit sisteminden

olugmaktadir (Sekil 6).
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Sekil 6. Genel bir gaz kromatografi sistemi

Kolon boyunca numuneyi ilerletmek i¢in hareketli faz olarak genellikle hidrojen,
helyum ya da azot gibi kimyaca inert gazlar tasiyic1 gaz olarak kullanilir. Gaz akis hizim
sabit tutmak i¢in akis metreler ve basing¢olgerler kullanilir.

Kapiler gaz kromatografisi (CGC), gliniimiizde uygulanan en yaygin gaz kromatografi
(GC) formudur. CGC’de kiigiik i¢ ¢apli (milimetrenin onda birkag1) kapiler sabit faz ile
kaplhidir. Cogu kapiler kolonlar dis1 poliimidle kapli eritilmis silikadan yapilmistir. Bu
kolonlar esnektirler ve bu sayede ¢ok uzun bir kolon kii¢iik bir bobin halinde sarilabilir.

Organik bilesikler kolonda hareketli faz ve sabit faz arasinda farkli dagilma
davranislarindan dolay1 ayrilirlar. GC kolonlarinda en yaygin sabit fazlar polisiloksanlardir

ki onlara fazin polaritesini degistirmek i¢in ¢esitli substiitient gruplar eklenir. En apolar
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sabit faz polidimetilsiloksandir, ki fenil ve/veya siyanopropil gruplar1 polimerin {izerine
eklenerek daha polar yapilabilir. Cok polar analitler i¢in polietilen glikol (6rnegin
Carbowax 20M) yaygin bir sekilde sabit faz olarak kullanilir (URL-3, 2006).

Kolon sicakligr hizli bir sekilde artip azalabilen bir firinin i¢inde tutulur. Sicaklik
arttikca kaynama noktasi diisiik olan bilesikler yiiksek olanlardan daha erken kolondan
ayrilirlar. Bundan dolay1 sicaklik ve once de ifade edilmis olan sabit faz etkilesimleri
gercekte iki ayr1 ayirma kuvvetleridir.

Enjeksiyon sistemi i¢in iki onemli gereksinim vardir. Enjeksiyon kromatografik bant
genislemesine neden olmamali ve analiz edilecek numune kolonun igine kalitatif ve
kantitatif degisime ugramadan taginmalidir (Sandra, 2004). GC vasitasiyla genis ¢esitlilikte
bilesikler ve numuneler analiz edilebildigi i¢in c¢esitli enjektorler gelistirilmistir.
Enjektorler evrensel ve segici olmak iizere ikiye boliinebilir. Evrensel enjektorler; a) direkt,
b) split- splitless, c) kolonda soguk ve e) sicaklik programli buharlasma (PTV)
enjektorleridir (Sandra, 2004). En yaygin enjeksiyon sistemi split-splitless enjeksiyondur
ve mevcut calismada da bu enjeksiyon kullanildig: i¢in yalnizca bu enjeksiyon metoduna
Ozetle deginilecektir. Kapiler gaz kromatografisinde kapiler kolonun diisiik numune
hacminden dolay1 ve bant genislemesinden kacinmak igin split enjeksiyon yaygin sekilde
kullamlir. Iki enjeksiyon valfi sayesinde buharlasma béliimiinde hem tasiyic1 gaz hem de
tagiyict gaz ile numune buharlarini iceren gaz karisiminin akisi diizenlenir. Buharlasma
boliimii 250-300 °C’e kadar 1sitilan bir cam veya kuartz tlip (6—12 cm uzunlugunda, 3—4
mm 1i.d.)’den olugmaktadir. Split enjeksiyonun en 6nemli dezavantaji numunenin ¢ogu
ayrilma ve kaydetmeden once sistemden ¢iktig1 i¢in duyarliliginin sinirlt olmasidir. Bu
yiizden gerektiginde duyarliligi yiiksek olan splitless enjeksiyon kullanilir. Bu durumda
split valfi enjeksiyon esnasinda kapatilir ve buharlagsma boliimiinden kolona gdnderilir
(Sandra, 2004).

Dedektdriin amact kolonda ayrilmalarindan sonra hareketli fazdaki analitlerin varligini
kaydetmektir. Dedektor bir bilesigin varligi tespit edildiginde elektrik sinyali olusturma
kapasitesine sahiptir. Sinyal var olan analitin miktariyla dogru orantilidir. Dedektoriin en
onemli 6zellikleri duyarhilik, dinamik aralik ve seciciliktir.

Kromatografide kosturma esnasinda bilgisayar dedektdr sinyalinden bir grafik iiretir.
Bu grafige kromatogram denir. Bir bilesik GC kolonundan dedektore elue edildiginde
kromatogramda olusan pik, iiretilen sinyali temsil eder. Kromatogramda x-ekseni alikonma

zamanini, y-ekseni sinyalin siddetini (bolluk) gosterir. GC’de kullanilan pek ¢ok dedektor
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tipleri i¢inde en Onemlileri alev iyonlagsma dedektorii (FID), elektron yakalama dedektorii

(ECD) ve kiitle spektrometrik dedektordiir (MS).

1.6.1.1.1. Kiitle Spektrometrik Dedektor

Kiitle spektrometresi yiiklii molekiiler iyon veya fragmentler olarak analitlerin
kaydedilmelerine dayanan bir spektrometrik tekniktir. Kiitle spektrometreleri temel olarak
lic parcadan olusurlar ki bunlar iyonlagma kaynagi, kiitle analizci ve dedektordiir.

Kiitle spektrometresinin iyonlasma kaynaginda analit molekiilleri iyon haline
doniistiiriilir. Bu genellikle elektron impakt (EI) veya kimyasal iyonlagtirma (CI)
sayesinde gergeklestirilir. Bilesikler tek tek GC kolonundan elue edildikge elektron
iyonlagsma bolmesine girerler. Burada elektron akisiyla bombardimana ugratilirlar ki, bu
onlarin fragmentleri halinde boliinmelerine sebep olur. Bu fragmentler orijinal molekiiliin
biliyiik ya da kiiglik pargalart olabilir. Fragmentler gergekte belli kiitlelere sahip yiiklii
iyonlardir. Fragmentin ytiikiine boliinen kiitlesi yiik/kiitle (m/z) orami olarak adlandirilir.
Cogu fragmentler +1 yiikiine sahip olduklar1 i¢in m/z genellikle fragmentin molekiil

agirhigini temsil eder (Baugh, 1993).

-
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Sekil 7. Bir kuadrupol kiitle analizoriiniin sematik diyagrami
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GC’de en yaygin kullanilan analizorlerden biri de kuadrupoldur. Kuadrupol analizci
(Sekil 7) bir kare tutucu iginde tutulan dort silindirik metal ¢cubuktan ibarettir. Karsilikli
cubuklar elektriksel olarak birbirine baghdir; bir ¢ift, degisebilir dogru akim kaynaginin
pozitif ucuna, diger ¢ift ise negatif ucuna baglanir (Skoog vd., 1998). Cubuklar arasindaki
bolgede elektrostatik alan iiretilip salinarak bir dogru akim voltaji (DC) ve bir radyo
frekanst (RF) c¢ubuklara uygulanir (URL-4, 2006). Iyonlar, cubuklar arasindaki
kuadrupolden asagiya go¢ ederler. Dogru akim voltajina radyo frekansi bollugunun oranina
bagli olarak iyonlar elektrik alanda bir salinim kazanirlar. Dogru kiitle/yiik oranina sahip
olmayan iyonlar (ya ¢ok kiiclik ya da ¢ok biiyiik) kararsiz bir salinima maruz kalirlar ve
cubuklara saldirirlar. Dogru kiitle/yiik oranina sahip olan iyonlar ise sabit bollugun kararl
salinimina maruz kalirlar. Bu iyonlar ¢ubuklara ¢arpmadan analizci boyunca geger ve
dedektore ulasirlar. Boylece 6zel iyonlar segilebilir veya degisen voltajlarla taranabilirler
(URL-4, 2006).

Kuadrupoller m/z’lerin bir oran1 gézleninceye kadar diger birinin bastan sona ¢evrimi
i¢in programlanabilir (Baugh, 1993). Bu saniyede pek ¢ok defa gerceklesir. Oranlarin her
bir ¢evrimi bir tarama olarak ifade edilir. Giiniimiizde m/z 20 ve m/z 400 arasindaki
iyonlarin taranmasi 1-100 s i¢inde gergeklesebilir. Bilgisayar her bir tarama igin bir grafik
kaydeder. x-Ekseni m/z oranin1 ve y-ekseni tarama esnasinda kaydedilen her bir fragment
icin siddeti (bolluk) temsil eder. Bu sekilde olusturulan grafige kiitle spektrumu denir
(Baugh, 1993). Sistemin kiitle aralig1 degisken RF/DC oraniyla ayarlanir. Operasyon kiitle
aralig1 genellikle 1000’dir fakat bu tip kiitle analizcileri ile 4000’in iistiine gayet makul
olarak ¢ikarilabilir (URL-4, 2006).

Pek ¢ok bilesigin kiitle spektrumu bilinir ve bunlar GC-MS enstriiman kiitiiphanesinde
mevcuttur. Kiitiiphane, 6rnegin spektrumu ile mevcut spektrumlari karsilagtirarak sonuglari

benzerliklerin istatistiksel bir ifadesi olarak bildirir.

1.6.1.2. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi

Yiiksek-performansli sivi kromatografisi (HPLC) ozellikle biyolojik, farmakolojik,
besinsel, ¢evresel ve endiistriyel v.b. numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin
ayrilma ve belirlenmesi i¢in uygulanan analitiksel bir tekniktir. Numunelerdeki bilesikler
stvi hareketli faz ve sabit faz arasinda dagilim davranislarindaki farkliliklardan dolay1

kolon boyunca farkli hizlarda gogerler.
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HPLC enstriimanlar1 bir hareketli faz deposu, bir pompa, bir enjektor, bir ayirma kolonu
(se¢imli 6n-kolon), bir kolon 1siticisi, bir dedektdr ve bir integratér veya bilgisayarh dijital
sinyal alicist igerirler.

Tipik bir HPLC c¢alismasi bir lineer degisim kullanarak karistirilan iki ¢6ziicli ve kolon
boyunca belli bir akis hizim1 igerir.  Coziiciilerin degisikligi ve ilaveler ayirmanin
seciciligini optimize etmek ic¢in kullanilir. Coziiciilerin bulundugu hareketli faz depolari
kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢oziinmiis
gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir (Skoog vd.,
1998). Pompa yiiksek basingta sabit serbest-vurus akisi saglar ve ayirma esnasinda
¢oOziiciilerin c¢esitli kompozisyonlarina programlanabilir. Akis hizi kolonun i¢ capina
baglidir; kolonda kiiciik i¢ ¢ap1 kiigiik akis hiz1 gerektirir. Analitik HPLC i¢in tipik olarak
0,5-5 ml/dk akis hiz1 400 bar’a kadar ¢alisan pompalar tarafindan tretilebilir.

Genellikle modern LC i¢in en faydali ve yaygin kullanilan 6rnek verme diizenegi bir
enjeksiyon valfinin kullanimina baglidir. Bu valfler akisin 6nemli derecede bozulmaksizin
basin¢li kolonun icinde numunenin tekrarlanabilir girisi icin kullanilir. Valfli enjeksiyon
hizli, tekrarlanabilir ve Ozellikle 400 bar’a kadar %0.2’den daha az hata ile numune
hacminin (60 nl’den birkag¢ mililitrelere kadar) genis bir aralikta operator bagimsiz olarak
dagitimina miisaade eder (URL-5, 2006).

HPLC ile aymrmalar farkli operasyon tipleri kullanilarak basarilir. Ozel bir uygulama
icin secilen tip, ayrilacak analit(ler)in 6zelliklerine bagl olacaktir (Lindsay, 1987). Cogu
HPLC ayirmalar dagilma tipinde calisilir. Dagilma kromatografisi hareketli ve sabit
fazlariin bagil polarligina bagl olarak iki temel forma ayrilabilir (Skoog, 1998). Normal
faz (NP) durumunda, sabit faz hareketli fazdan daha polardir ve en az polar analitler ilk
elue edilirler. Analit tutunmasi hareketli fazin polaritesi arttikca azalir. Ters faz
kromatografide (RP), sabit faz hareketli fazdan daha az polardir. En polar analitler ilk elue
edilirler ve analitin tutunmasi hareketli fazin hidrofobikligi arttik¢a azalir. Yaklasik olarak
tiim HPLC analizlerinin %80°1 RP tipinde ¢aligilir.

Ters faz kolonlar silikondan modifiye edilirler. Silika jelde modifiye olan Oktil (C8) ve
oktadesil (C18) en yaygin kullanilan fazlardir.

HPLC kolonlar (genelde 3-5 pum) dar bir boyut dagilimina sahip kii¢lik partikiillerden
olusur ki bunlar apolar fonksiyonel gruplarin kullanimiyla modifiye edilirler. Mikro
partikiillii materyaller yiiksek basingta kolon boyunca pompalanan hareketli faz1 gerekli

kilarlar. Kolonlar laboratuarda hazirlanabilir fakat ¢ogu analistler ticari olarak hazir
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kolonlar satin alirlar. Analitik kolonun bozulmalardan korunmasi i¢in bir koruyucu kolon,
kolon ile enjeksiyon aletinin arasina kurulur.

Farkli boyutlardan kolonlar kullanilabilmesine ragmen, giiniimiizde 100-250 mm
boyunda, 3-5 mm i¢ capli 5 um sabit faz materyaliyle paketlenmis kolonlar ¢ogu
uygulamalar i¢in mantikli bir zamanda yeterli ayirimi saglamaktadir.

Son otuz yili askindir pek ¢ok LC detektorler c¢esitli ilkelere dayandirilarak
gelistirilmistir. Fakat yine de yalnizca onlardan yaklasik on iki tanesi LC analizleri icin
etkin bir sekilde kullanilir ve bunlarin da yalnizca dordii yaygin kullamimdadir. LC
analizinde kullanilan baskin detektorler UV detektor (sabit ve degisebilen dalga boyu),
refraktif indeks dedektorii, floresans dedektor ve kiitle spektrometredir (URL-6, 2006).
Mevcut ¢alismada yalnizca UV ve MS detektorler kullanildigi i¢in burada yalnizca onlar

tartisilacak.

1.6.1.2.1. Ultraviyole Dedektor

Pek cok organik molekiil ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan
ultraviyole (UV) ve/veya goriiniir (VIS) alanda elektromagnetik enerji absorplar.
Cozeltiden siirekli olarak 15in gegerken analitler tarafindan 1simnin bir kismi absorbe
edilebilir. Bu gergeklestiginde gecen 151n bir prizmanin i¢inden gegctiginde bir spektrum
tiretilir ve bu absorpsiyon spektrumu olarak adlandirilir. Bir enerji absorpsiyonunun
sonucu olarak atomlar ve molekiiller diisiik enerjili seviyeden (baslangi¢ ya da temel hal)
daha yiiksek bir seviyeye (uyarilmis hal) gecer. Absorbe edilen elektromagnetik enerji
uyarilmis ve temel haller arasindaki enerji farkina esittir ( Jaffé ve Orchin, 1964).

Tipik UV-VIS spektrofotometre, bir 151k kaynagi, bir monokromator, bir dedeksiyon
hiicresi ve bir dedektor igerir. Isik kaynagi genellikle spektrumun UV bdlgesinde
elektromagnetik enerjiyi yayan bir doteryum lambasidir. ikinci bir 151k kaynagi olan
tungsten lamba ise spektrumun VIS bolgesindeki dalga boylari i¢in kullanilir.

Isik kaynagindan gelen 1s1mn demetini dalga boylarina gore ayiran cihazlara
monokromator denir. Monokromatorlerdeki slit araliklarinin  bir sistemi numune
hiicresinde istenen dalga boylarina odaklanir. Numune hiicresinden gecen 1sin, onun
bollugunu (siddetini) kaydeden dedektore ulasir. Modern enstriimanlarda fotodiyodlar
kullanilmasina ragmen dedektdr genellikle bir fotogogaltict tiiptiir. Tipik bir ¢ift 151n

demetli enstriimanda, 151k kaynagindan ¢ikan 1sin demeti numune ve referans 1sin1 olarak
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ikiye ayrilir. Referans kisminda, 1s1mn siddeti numune hiicresi analit igcermediginde
kaydedilen 1s1n siddetine esit olarak alinir ( Jaffé ve Orchin, 1964).

Numune hiicresi deneyde kullanilan elektromagnetik 1511 gegiren bir materyalden
yapilmalidir. Goriiniir (visible) bolgedeki Olciimler icin cam veya plastikten yapilmis
hiicreler kullanilir. Ancak ultraviyole bolgede kullanilamazlar, ¢linkii onlar ultraviyole 15181
absorbe ederler. Bunlarin yerine bu bolgede 1s1n absorplamadiklari i¢in kuartzdan yapilmis
hiicreler kullanilir ( Jaffé ve Orchin, 1964).

Tarif edilen enstriiman dizayni tek bir dalga boyunda 6l¢lim i¢in tam uygundur. Eger
komple bir spektrum istenirse bu tip enstriimanlarin bazi eksiklikleri vardir. Bir mekanik
sistem monokromatoriin donmesini ve istenen tiim dalga boylarinda tarama yapmasini
gerektirir. Bu tip sistem yavas calisir ve bundan dolay1 bir spektrumun kayd: i¢in oldukga

biiyiik zaman gereklidir( Jaffé ve Orchin, 1964).
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Sekil 8. Diyot serili dedektoriin (DAD) sematik diyagrami

Geleneksel  spektrofotometre  iizerine modern bir gelisme diyot  serili
spektrofotometredir. Diyot serili dedektor, bir UV dalga boyunda sunulan dedeksiyona
ragmen ayirict enstriimanlardan tamamen farkl bir sekilde calisir. Bir foto diyot serili
dedektor diyagrami Sekil 8’de gosterilmistir. Lambadan gelen 15in farkli dalga boylarim

ayiran ve onlari direkt diyot serilerine gonderen holografik yansitici optik aga ulagsmadan
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once bir araliktan ve numuneden gecer. Diyot serileri, bir silikon kristal {izerine koseden
koseye yerlestirilen bir seri fotodiyot detektorleri igerir. Her bir diyot spektrumun dar bir
bandin1 kaydetmek i¢in tasarlanmistir. Diyotlar dyle baglanmislardir ki tiim spektrum bir
defada kaydedilir. Bu tip detektorler hareketli pargalara sahip degillerdir ve ¢ok cabuk bir
sekilde spektrumu kaydedebilirler. Ayrica ¢ikist bir bilgisayara gegirilebilir ve kullanigh
¢ikis formatlarinin bir ¢esidi saglanir. Fotodiyotlarin sayisi sinirli oldugundan hiz ve giiven
¢oOziiniirliikte kiiciik bir kayipla elde edilir. Yine de pek ¢ok uygulamalar i¢cin bu tip

enstriimanlarin avantajlart ¢oziintirliik kaybina agir basmaktadir ( Jaffé ve Orchin, 1964).

1.6.1.2.2. Kiitle Spektrometrik Dedektor

Yiiksek-performansl sivi kromatografi-kiitle spektrometri (HPLC-MS) olduk¢a c¢ok
yonlii bir enstriimantal tekniktir. HPLC-MS’in GC-MS’e nispeten baslica avantaji ¢ok
daha genis bir yelpazede bilesiklerin analizini gerceklestirebilme kapasitesine sahip
olmasidir. Yiksek polarite gosteren veya yiiksek molekiil agirlikli termal olarak kararsiz
bilesikler hatta proteinler bile rutin sekilde HPLC-MS kullanilarak tamamen analiz
edilebilirler. Temel enstriiman 6rnek girisi (bir sivi kromatografisi), iyonlasma bdliimii,

kiitle analizci ve dedektor ihtiva eder (Sekil 9).

% Bolluk
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Kiitle Spektrum
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Sekil 9. Bir HPLC-MS enstriimaninin yapisi

LC kolonunda elue edilen bilesikler bir iyonlastiric1 araciligtyla kiitle spektrometreye
gonderilir. HPLC-MS i¢in kullanilan en yaygin iki iyonlastirict elektrosprey iyonlastirma
(ESI) ve atmosferik basing kimyasal iyonlastima (APCI)’dir. ESI ve APCI’1n her ikisi de
iyonlagsmanin atmosferik basingta gerceklestigi yumusak iyon kaynaklaridir. Kiitle
spektrumu fragmentasyon teknikleri kullanilmadig1 siirece esas olarak molekiil agirlig

bilgisini saglar. Miimkiin olan fragmentasyon teknikleri iyonlasma kaynaginda
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carpismadan kaynaklanan ayrisma (CID), bir ardisik tipli enstriimanin ¢arpigsma hiicresinde
CID veya iyon yakalama bdliimiindeki fragmentasyondur.

LC-ESI-MS’de analit 20-500 pl dk™ tipik akis hizinda kaynaga gonderilir. Kolondan
cikan eluat tipik olarak 2,5 kV’dan 4 kV’luk alanda zit elektroda karsi yiiksek bir
potansiyel farkina sahip elektrosprey igneden gecer. Isitilan buharlastirma gazi (genellikle
azot) ignenin polaritesi kadar bir yiizey yiikii ile igneden yiikli damlalarin iyi bir
plskiirtme olusturmasit i¢in kullanilir. Damlalar igneden zit elektrot iizerinde kaynak
numune hunisine dogru piiskiirtiiliir. Damlalar igne tepesi ve huni arasindaki alanda ¢apraz
gecerek coziicii buharlagir. Bu damlalarin yiizey gerilimi ylike dayanamayacak kadar
kiiciilmelerine sebep olur ki bu noktada Coulomb patlamasi ger¢eklesir ve damlalar
pargalanir. Bu siire¢ kiigiik damlalar {iretir ki sonunda yiiklii analit molekiilleri gaz haline
gelinceye kadar tekrarlanir. Bu yiiklii analit molekiilleri tek ya da c¢ok yiiklii olabilirler
(URL-8, 2006). Elektrosprey siireci Sekil 10°da sematik olarak gosterilmistir.

o o . _ i |
piiskiirtme 13nesi kapden kont huni) transfer kapileri sHzseper

analit eluent \ \\ lriitle
aletz —

—_—

§iNNga pompast — NN
weya LC 2 gaz alug
analt ¢ézici damlalan {sprey)
attnosferilc basmg J
pompalama

Sekil 10. Bir elektrosprey iyon kaynaginin sematik diyagrami

LC-MS’de en yaygin kullanilan kiitle analizdrleri kuadrupol (tekli ya da c¢oklu), iyon
tuzakli ve ugus-zamanlhi (TOF) kiitle analizorleridir. GC-MS enstriimanlarinda ilk
kullanilan, iyon tuzakli kiitle analizorleridir, ve API kaynagi ile kombinasyonu LC-MS
analizlerine uygundur.

Tuzagin prensibi, iyonlarin bir halka ve iki u¢ kapak elektrottan olusan bir alette
depolanmasidir (Sekil 11). Iyonlar halka elektrot iizerine bir RF voltaji uygulanarak
tuzakta kararli hale getirilirler. Maksimum etkinlik (¢oziintirliik ve duyarlilik) i¢in iyonlar

ideale en yakin alan olan tuzagin merkezine yakin odaklanmalidirlar. Bu ¢arpismali olarak
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enjekte edilen iyonlar1 kararli hale getirinceye kadar salinimlarmi diisiirerek serinleten
gevsetici bir gaz (%99.998 helyum) girisiyle basarilir (URL-4, 2006).
Uc kapak elektrotlarda RF voltajinin yiikselmesiyle ya da uygulanan destek voltajiyla
ya da bu ikisinin kombinasyonuyla:
e lyonlar kararsizlasir ve farkli m/z oranlarindaki iyonlar tuzaktan detektore ulasir.
e Verilen m/z degerinde bir iyon tuzakta tutulur ve sonra spesifik olarak gozlemek
icin ¢ikartilir.
e Tuzakta tek bir iyon tutulur, titresimlerle fragment olur ve fragmentler gozlenir. Bu
durumda MS/MS deneyleri ¢aligilir.

e Son islem iyonlarin gelismis fragmentleri igin birka¢ kez tekrarlanir. Bu bir MS"

olarak ifade edilir (URL-4, 2006).

—

dedelksivon

uc kapak

hallza elelitrod

uc kapak
ivon enjelisivon

Sekil 11. Bir iyon tuzak detektoriin sematik diyagrami

Iyon tuzak analizériinde ulasilabilen ¢dziiniirliik, tarama aralig1 ve hizina baghdir. Ikinci
bir fraksiyonda birka¢ bin daltonun iizerinde tarama oldugunda tipik ¢oziiniirliik bir
kuadrupol ¢oziiniirliigline benzer. Fakat yinede azalan kiitle araligi boyunca daha diisiik

hizda taramayla ¢6ziiniirliigii artirmak miimkiindiir (URL-4, 2006).
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SIM (single ion monitorization) tipte parametreler (RF ve DC voltajlar1) yalnizca
spesifik bir kiitle yada segilen spesifik kiitleleri gézlemek i¢in kurulur. Bu tip, her bir
kiitleyi yakalamak ve belirlemek i¢in daha fazla zaman harcandigi icin, fragmentlerin
spesifik iyonlariyla ilgilenen kullanicilar i¢in en yliksek duyarlilik saglar. Aksine, tarama
tipinde calisirken gerekli kiitle araligi boyunca kiitle spektrumu elde etmek i¢in DC ve
RF’nin siddeti rampa yapar (sabit bir fragment RF/DC oraninda tutarak). Duyarlilik
taranan kiitle araligi, tarama hizi ve ¢Ozinirliigiin bir fonksiyonudur. Bu durumda

duyarlilik azalarak her bir analit i¢in daha fazla bilgi elde edilir (URL-4, 2006).

1.7. Polygonum bistorta ssp. carneum Bitkisinin Ozellikleri

Polygonum Polygonaceae ailesinde bir cinstir. Yaygin adlar1 knotweed, knotgrass,
bistort ve Tiirk¢e olarak kurt pengesi olarak da bilinmektedir. Bu cins 6zellikle kuzey iklim
sicakliginda yetisir (URL-2, 2006). Bistort soguga karsi ¢ok direnglidir (-25 °C’den asagi
sicakliklar). Bu cinsin yapraklari heniiz filizlenmeye bagladiginda baharin basinda toplanir
ve kurutulur. Bistort i¢ ve dis kanamalar, dizanteri, kolera v.b. i¢in dahili ve harici olarak
stkca kullanilir. Ayrica sistis, irritabl barsak sendromu, peptik iilser ve ilseratif koliti
iceren yaygin sikayetlerin tedavisinde de dahili olarak alinir. Harici olarak kiiciik yanmalar
ve yaralanmalar i¢in iyi bir temizleyicidir ve faranjit, stomatit, anal fissure v.b. i¢in tedavi
edici olarak kullanilir. Ag1z yikama veya gargara yapilarak diseti hastaligi, agiz iilseri ve
bogaz agrilarina karsi tedavi edici olarak kullanilir. Yapraklari kanama durdurucudur ve
yaralarin tedavisinde popiilerdir (URL-8, 2006).

Bu calisma icin P. bistorta ssp. carneum Rize-lkizdere Anzer yaylasindan 2004-
Haziran ayinda toplandi. Anadolu’nun kuzey-dogusunda yer alan Anzer bolgesi 6zellikle
bu bolgeden elde edilen Anzer baliyla Tiirkiye’de ¢cok meshurdur. Anzer balinin diger
ballardan daha fazla saglik faydalar1 olduguna inanilir ve bal {ireticileri hepatit B gibi pek
cok hastaliga kars1 tedavi edici oldugunu ifade ederler. Anzer balinin saglik acisindan
faydalarinin onun 60 endemik tiir iceren 500 farkli ¢igege sahip floral orijiniyle alakali
oldugu diisiiniilmektedir (URL-1, 2006).

Anzer balimin kompozisyonu kismen bal arilar1 tarafindan ziyaret edilen bitkilerden
tiirevlenmistir. P. bistorta ssp. carneum Anzer balimin karakterini belirledigi diisiiniilen

endemik bitkilerden biridir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitkinin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

P. bistorta ssp. carneum Rize nin Ikizdere ilgesinde yer alan Anzer yaylasindan Haziran
2004’te toplandi. Bitkinin yaprak, c¢icek ve sap kisimlar1 acik havada kurutulduktan sonra

bir 6giitiicii ile toz haline getirdi.

2.1.1. Soxhlet Ekstraktsiyonu

Soxhlet ekstraktor 1879°da Franz von Soxhlet tarafindan icat edilmistir. Orijinalde kati
materyallerden sivilarin ekstraksiyonu icin tasarlandi fakat kati numunelerden bilesiklerin

ekstraksiyonlarinin zor oldugu zamanlarda da kullanilabilir (URL-2, 2006).

sofutucu

\
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kaynama balot

Sekil 12. Soxhlet aparati

Bir soxhlet ekstraksiyon sistemi bir karistirict magnetik ¢ubuk ile kaynama balonu, bir

soxhlet aparati, bir geri sogutucu ve bir 1siticidan ibarettir (Sekil 12). Kati numune igeren
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kartus soxhlet aparatinin bodlmesine yerlestirilir. Kaynama balonundaki ¢6ziict
kanistirilarak 1sitilir.  Coziicii buharlar1 sogutucuya dogru ¢ikarlar ki orada sogutularak
numunenin tiizerine damlarlar. Numune materyali iceren soxhlet aparatinin bdlmesi
yogunlastirilan ¢6ziicii ile yavagca dolar ardindan sifon hareketiyle balona geri bosalir. Bu
sirkiilasyon numune bilesiklerinin ayrintili ekstraksiyonu i¢in pek ¢ok kez tekrarlanmasina
miisaade eder.

9.50 gr cigek, 9.99 gr yaprak ve 10.33 gr sap kisimlarinin tozlar1 kloroform ve metanol
ile ard arda soxhlet aparatinda ekstrakte edildi. Her iki durumda da soxhlet aparatindaki
¢ozelti renksiz oluncaya kadar yaklasik 6 saat ekstraksiyon stirdiirtildii.

Her bir kloroform ve metanol ekstraktinin konsantrasyonu, belli bir hacimde alinan
ekstraktin evaporasyonu sonucu elde edilen kuru toz halinin agirligi ile hesaplandi.

Bulunan konsantrasyonlar Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Kloroform ve metanol ekstraktlarinin belirlenen konsantrasyonlari

Konsantrasyon (mg/mL)

Toplam Toplam Toplam
Cigek Ekstrakt Yaprak  Ekstrakt Sap Ekstrakt
hacmi (mL) hacmi (mL) hacmi (mL)
Kloroform 1.06 180 2.6 75.5 0.58 225
Metanol 4.655 345 4.544 365 6.239 258

Metanolik ekstraktlar LC analizlerinden 6nce, kloroform ekstraktlar1 GC analizlerinden

once Whatman 0.2 um PVDF filtrelerle siiziildii.

2.1.2. Sulu Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Sulu ekstraktlar destilasyon balonlarinda bitkinin ¢igek (10.737 g), yaprak (10.3 g) ve
sap (10.52 g) kisimlarmin suyla geri sogutucu altinda yaklasik 6 saat kaynatilarak ve

ardindan santrifiij edilerek elde edilmislerdir.
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Tablo 3. Su ekstraktlarinin belirlenen konsantrasyonlar1

Ekstrakt
Cigek Yaprak Sap
Konsantrasyon (mg /mL) 14.124 3.58 3.091

2.1.3. Doner Vakum Evaporatorii ile Coziicii Ucurulmasi

Bir doner vakum evaporatoriiyle tek basamakli destilasyonlar hizlica yapilabilir. Bu
yontemin esasi, donen buharlastirict bir balon kullanilarak ¢éziiciilerin buharlastirilmasi ve
yogunlastirilmasidir. Destilasyonlar vakum altinda yapilabilir. Bu performansi arttirir ve
triinleri korumaya yardim eder. Vakum kaynama sicakligini diisiliriir ve bdylece
destilasyonun performansini arttirir. Bu amag igin ikinci bir yogunlastirici ile vakum
kontrolorii vardir. Oval sekilli su banyosu ile biiyiikk ve kiigiik ugurma balonlarinin
1sitilmasi saglanir (Sekil 13).

Ekstraktlarin  antioksidan ve antimikrobiyal kapasitelerinin  belirlenmesinde
konsantrasyonlart belirli numuneler kullanilmistir. Bu amacla numunelerden alinan belli
hacimdeki kisimlarin doner buharlagtirma diizenegi kullanilarak ¢oziiciileri tamamen
ucurularak konsantrasyonlari tayin edildi. Ekstraktlarin kalani tayinlerde kullanilmak tizere

+4°C’ de saklanda.

Sekil 13. Ddner buharlagtirma diizenegi
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2.2. Kimyasal Analiz

2.2.1. Kloroform Ekstraktlarimin GC-MS ile Analizleri

2.2.1.1. Giris

Bu boliimde P. bistorta ssp. carneum’un yaprak, cicek ve saplarindan elde edilen
kloroform ekstraktlarindaki ucucu bilesikler analiz edildi. Tiim ekstraktlar tanimlanan

kosullar altinda split-splitless enjektdrlii GC-MS kullanilarak analiz edildi.

2.2.1.2. Materyal ve Metotlar

HPLC enjektor filtreler (13 mm, 0.2 pm, PVDF) Whatman (Clifton, NJ, USA)’dan

satin alindi. Ekstraksiyonlar i¢in taze destile edilmis kloroform kullanildi.

2.2.1.3. GC-MS Kosullar:

Numunelerin kloroform ekstraktlar1 i¢in 5973 sabit Kiitle Segici Detektdr (Agilent
Tech., Little Falls, DE, USA) ile donanimli A 6890N gaz kromatografi (Agilent Tech.,
Little Falls, DE, USA) kullanildi. Tasiyict gaz helyum 1.8 ml/dk hiziyla kullanildi. Sabit
basing 100.0 kPa olarak ¢alisildi. Splitless tip, 300 °C enjeksiyon sicakligr ile kullanildi.
Kapiler GC analizi bir 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 pm HP-5MS kolon (Agilent Tech., Little
Falls, DE, USA) ile calisildi. Firin sicakligi 40 °C (0 dk) dan 10 °C/dk artis ile 300°C’ye
ulasacak sekilde programlandi. Toplam kogma zaman1 36 dk ve dedektoriin gecikme siiresi
4 dk’ya ayarlandi. Enjekte edilen numunenin hacmi 1 pl idi. Bilesiklerin tanimlanmast

onlarin kiitle spektrumlar1 Wiley kiitiiphanesinde depolananlarla karsilastirilarak yapilda.

2.2.2. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerin Analizi

2.2.2.1. Materyaller

Analitik derecede fenolik standartlar gallik asit, protokatekuik asit (3,4-dihidroksi
benzoik asit), katesin, gentisik asit (p-OH benzoik asit), vanilik asit, kafeik asit, siringik

asit, epikatesin, p-kumarik asit, rutin, ferulik asit ve kuersetin, Sigma-Aldrich (Bornem,
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Belcika)’den veya Riedel-de Haén (Bornem, Belgika)’den satin alindi. LC-DAD
deneylerinde ve numune hazirlamada kullanilan HPLC derecede asetonitril, metanol ve
asetik asit Sigma-Aldrich’den satin alindi. LC-MS deneylerinde kullanilan LC-MS
derecede asetonitril ve su Biosolve LTD’den satin alindi. Hidroliz deneyleri i¢in kullanilan
HCI, UCB (Leuven, Belgika)’den satin alindi. HPLC siringa filtreleri (13 mm, 0.2 pm,
PVDF) Whatman (Clifton, NJ, USA)’dan satin alindu.

2.2.2.2. Hidroliz

Oncelikle azot gazi altinda her bir ekstrakt igin yeterli duyarlilik saglayacak seviyede 6n
konsantrasyon isleminden sonra 1 mL numuneye 9 mL 2.94 M HCI eklendikten sonra her
bir ¢ozelti 1 saat azot gazi altinda 100 °C’de reflaks edildi. Sogutulan ¢ozeltiler bir
Whatman 0.2 um PVDF filtresiyle siizlildii ve LC-MS ile analiz edildi.

2.2.2.3. Standartlar ve Kalibrasyon

Rutin ve kuersetin diginda tiim stok c¢ozeltiler %40°lik metanolde 50 mg/mL
konsantrasyonda hazirlandi. Rutin %50’lik, kuersetin ise %100’lik metanolde 50 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlandilar.

12 standardin 0.5, 2, 10, 40, 80 ppm’lik kalibrasyon ornekleri stok ¢ozeltilerin % 40°lik
metanolde seyreltilmesiyle hazirlandi. Her bir standardin konsantrasyonuna karsi olusan
pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi. Cesitli standartlarin kalibrasyonu
icin siralanan dalga boylar1 kullanildi: gallik asit, protokatekuik asit, katesin, p-OH benzoik
asit, vanilik asit, siringik asit ve epikatesin i¢in 280 nm, kafeik asit, p-kumarik asit ve

ferulik asit i¢cin 315 nm, ve rutin ve kuersetin i¢in 370 nm.

2.2.2.4. LC-UV Kosullan

RP-LC-DAD analizleri Agilent (Waldbronn, Almanya)’den bir diyot serili dedektor ile
donanimli 1050 LC’de yapildi. Enstriiman Chemstation programi ile (Agilent) kontrol
edildi. Tim analizler i¢in bir Luna C18 kolon (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 um partikil;
Phenomenex, Torrance, CA, USA) kullanildi. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin sudaki

cozeltisi ve (B) 50/50 asetonitril/su i¢indeki %0.5 asetik asitin ¢d6zeltilerinden
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olusmaktaydi. Eliisyonda takip eden gradient kullanildi: Baslangi¢ kosullarina dénmeden
once 0-7 dk %S5 B; 7-8 dk %5-15 B; 8-32 dk %15-35 B; 32-52 dk %35-45 B; 52-55 dk
%45-100 B; 55-70 dk %100 B. Enjeksiyon hacmi 25 pL ve kolon sicakligi, Julabo
(Seelbach/Almanya)’dan satin alinmis olan bir su banyosunda 30 °C’ye ayarlandi. Akis
hizi 1 ml.dk™ idi ve dedektor 280, 315 ve 370 nm’lerde ¢alistirildi. UV spektrum 200-500
nm arali§inda kaydedildi.

2.2.2.5. LC-UV i¢in Dedeksiyon Limitinin (LOD) Belirlenmesi

EPA metoduna gore dedeksiyon limiti hesapland1 (US EPA, 1984). Tiim 12 standardin
2 ppm’lik karigimi LC-DAD ile analiz edildi. Her bir analitin sinyalinin giiriiltiiye oranina
(S/N) dayanan deger Chemstation’dan belirlendi, 6 seviyesinde bir S/N saglamak igin
gerekli konsantrasyon hesaplandi. Sonug olarak, 0.4 ppm’de gallik asit, protokatekuik asit,
katesin, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve kuersetin ve 1
ppm’de p-OH benzoik asit, epikatesin ve rutin iceren kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlandi ve 7
kez analiz edildi. Ardindan her bir bilesik i¢in dedeksiyon limiti (LOD) pik alani ve

alikonma zamaninin yiizde bagil standart sapmasi (%RSD) olarak hesaplandi.

2.2.2.6. LC-MS Kosullar

HPLC-MS analizleri i¢in, bir LCQ iyon tuzak enstriiman (Thermo Electron, Briiksel,
Belgika), bir pompa (Kontron Enstriimanlar) ve gaz giderici (Uniflows, Tokyo,Japon) ile
donanimli bir UV dedektore (Kontron Uvicon 735LC, Kontron Instruments, Watford, UK)
baglandi. Bir Luna C18 kolon (250 mm x 2.00 mm id., 5 um partikiil) kullanild.
Carpigma gaz1 olarak Ultra yiliksek saflikta helyum (He) kullanild1 ve buharlastirici gaz
olarak yiiksek saflikta azot (N;) kullanildi. Kiitle spektrometrenin optimizasyonu igin,
50/50 A ve B hareketli faz ¢ozeltisi icinde 10 ppm katesin kullanildi. Optimize edilen
negatif elektrosprey iyonlastirma (ESI) takip eden kosullar kullanilarak elde edildi: Iyon
sprey voltaj, 4.2 kV; kilif gaz (N,), 45 arbitrary birimi; yardimci gaz (N,), 15 birim; kapiler
sicaklik, 225 °C; kapiler voltaj, -47 V. Ful tarama MS analizleri i¢in, m/z 100-900
araliginda spektrum kaydedildi. Carpismadan kaynaklanan dissosiyasyon (CID) enerjisi
%50’ye ayarlandi.
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2.2.3. Antioksidan AKktivite
2.2.3.1. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal olup
denemelerimizde satin alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢6zeltisi kloroform ve
metanol ekstraktlarinda kullanildi. Denemelerde Cuendet vd. (1997) metodu kullanildi. Elde
edilen ekstraktlar degisik konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 pL) DPPH’
¢Ozeltisi ve numune ¢ozeltileri karistirilip oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda DPPH”1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Kor
olarak DPPH’ ¢6zeltisi ve numunenin ¢6ziildiigii ¢oziicti kullanildi. Bulunan absorbanslara
karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek ICsy degerleri mg/mL cinsinden

hesaplandi.

2.2.3.2. ICsy Degerlerinin Bulunmasi

ICsp radikal miktarim1 yariya indiren numune konsantrasyonudur. ICsy degerinin
bulunmasi icin farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle calismalarda 6
farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu
hazirlanip absorbans Ol¢limleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktar1 1Csg

degerini vermektedir. ICsy degeri mg/mL veya mM gibi birimlerle ifade edilmektedir.

2.2.4. Antimikrobiyal Aktivite

Numunelerin antibakterital ve antifungal kapasitelerini belirlemek amaciyla iki yontem
uygulanmistir. Agar kuyucuk diflizyon yontemi kloroform ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemede kullanilirken, minimum inhibisyon konsatrasyonu (MIC) tayin
yontemi ise metanol ve su ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek iizere

kullanilmustir.
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2.2.4.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Biitlin test mikroorgnazimalar1 Refik Saydam Hifzisihha Enstitlisii’'nden temin edildi.
Test edilen yedi bakteri ve iki maya-benzeri mantar: Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus 702 Roma, Candida albicans ATCC
60193, Candida tropicalis ATCC 13803. Testte kloroform ekstraktlarinda ¢o6ziicii olarak
kloroform kullanilarak hazirlanan 500 pug/mL konsantrasyondaki test ¢ézeltileri kullanildi.

Bu testte her bir mikroorganizma Mueller Hilton (MH) (Difco, Detroit, MI) broth’da
siispanse hale getirilip yaklasik mL’de 10° koloni olusturan birime kadar seyreltilmistir.
Hazirlanan siispansiyonlar MH agar ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco, Detriot,
MI) tizerine serilmis ve kurutulmustur. Maya benzeri mantarlar olan C. albicans ve C.
tropicalis i¢in SDA kullanilmigtir. Agar iizerinde steril bir mantar delici ile 5 mm ¢apinda
kuyucuklar delinmis ve bu kuyucuklara 100 uL numune aktarilmistir. 35 °C’de 18 saat
inkiibasyonu takiben antimikrobiyal aktivite test organizmalara karsi meydana gelen
inhibisyon alanlar1 Olglilerek belirlenmistir. Ceftazidime (Fortum) (10ung) standart
antibakteriyel olarak ve Triflucan (5pg) standart antifungal referans olarak kullanilmistir.
Testler ¢ift paralel calisilmis ve sonuglar inhibisyon alaninin ¢api cinsinden ifade

edilmistir: (-): < 5.5 mm; (+): 5.5-10 mm; (++): 11-15 mm; (+++): >16 mm.

2.2.4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) Yontemi

Biitlin test mikroorgnazimalar1 Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisiinden temin edildi.
Test edilen yedi bakteri ve iki maya-benzeri mantar: Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus 702 Roma, Candida albicans ATCC
60193, Candida tropicalis ATCC 13803. Testte kullanilan ekstraktlarin 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltilerini hazirlanmak i¢in dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢oziildii.
Seyreltmeler de ayni1 ¢oziicii ile yapildi.

Antimikrobiyal aktivite seyreltmeler yapilarak inhibisyonu saglayan minimum numune

konsantrasyonunu (MIC, png/mL) belirleyerek degerlendirildi. Antibakteriyel test Mueller-
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Hinton broth’da (MH) (Difco, Detroit, MI) pH 7.3’te, antifungal test tamponlanmis Yeast
Nitrogen Base’de (Difco, Detroit, MI) pH 7.0’de gergeklestirildi. MIC degeri biiytimenin
olmadig1 en diisiik numune konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Testler ¢ift paralel
calisilmigtir. Ampicillin standart antibakteriyel, fluconazole standart antifungal referans
olarak kullanilmigtir. Calismada dimetil stilfoksit (DMSO) ¢o6ziicii kontrolii olarak test

edilmistir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kloroform Ekstraktlar1 i¢in Elde Edilen Kromatogramlar
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Sekil 14. Polygonum bistorta ssp. carneum’un (numune 110YK) yaprak ekstraktlarinin

GC-MS kromatogramlari. *: hidrokarbonlar
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Sekil 15. Polygonum bistorta ssp. carneum’un (numune 110CK) ¢igek ekstraktlarinin
GC-MS kromatogramlari. *: hidrokarbonlar
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Sekil 16. Polygonum bistorta ssp. carneum’un (numune 110SK) sap ekstraktlarinin GC-
MS kromatogramlari. *: hidrokarbonlar

Tammlanan Bilesikler

CGC-MS analizinde 28 farklr bilesik gozlendi. 5. dk’dan Onceki elusyon i¢in dedektor
okumasi yapilmadi. Bazi hidrokarbonlar 5. ve 34. dk arasinda kii¢iik miktarlarda gézlendi.
Oldukgca ¢esitli ketonlar, karboksilik asitler, alkoller, esterler, organik asitler ve aldehitler

gozlendi.

Tablo 4. Tiim ekstraktlarda GC-MS tarafindan tanimlanan bilesikler

No RT Bilesik 110YK 110CK 110SK
1 6,4 D-limonen _ X _
2 7,2  2-Kloro-6-metil-fenol _ _ X
3 7,4  2-Kloro-4-metil-fenol _ _ X
4 7,5 Nonanal _ X _
5 996 (E)-2-Dekenal _ _ X
6 10,1 4-Kloro-3-metil-fenol _ X X
7 10,4 (E,E)-2.4-Dekadienal _ _ X
8 10,8 2,4-Dekadienal _ X X
9 12,9 2,6-Bis(1,1-dimetiletil)-2,5-siklohegzadien-1,4-dion _ X _
10 13,5 2,4-Bis(1,1- dimetiletil)-fenol _ _ X
5,6,7,7a-Tetrahidro-4,4,7a-trimetil-2(4H)-

11 13,9 benzofuranon X - -
12 14,1 Dodekanoik asit . X B
13 16,5 Tetradekanoik asit X X
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Tablo 4’iin devami

No RT Bilesik 110YK 110CK 110SK
14 17,1 Oktadekanal _ X _
15 17,40 6,10,14-Trimetil-2-Pentadekanon X X _
16 17,5 Pentadekanoik asit _ X _
17 18,3 14-Metil-pentadekanoik asit metil ester _ X _
18 18,9 n-Hegzadekanoik asit X X X
19 20,2 Fitol X _ _
20 20,3 (Z,2)-9,12-Oktadekadienoik asit B X B
21 204 (Z,2,2)-9,12,15-Oktadekatrienoik asit . X _
22 20,5 (E)-9-Oktadekenoik asit X _ _
23 20,7 Oktadekanoik asit X X _
24 26,3 Oktadekanal X _ _
25 30,6 Kampesterol _ X _
26 31 Stigmasterol _ X _
27 31,9 22,23-Dihidro-stigmasterol X X X
28 34,2 Stigmast-4-en-3-on B X B

x: Bilesen GC-MS ile gozlendi; : bilesen GC-MS ile gozlenmedi; 110YK, 110CK ve 110SK sirasiyla P.
bistorta ssp. carneum’un yaprak, ¢icek ve sap ekstraktlaridir.

Kloroform ekstraktlarinda bulunan bazi bilesikler terapotik aktiviteleriyle taninirlar.
Stigmasteroller bir tip fitosteroldiir ve kalp hastaliklarinin riskini azaltir. Limonen bir
terpen olarak siniflandirilan hidrokarbondur. Terpenler ve terpenoidler pek ¢ok cicek ve
bitki tiirlerinin esansiyel yaglarinin birincil yapi taglaridir. Esansiyel yaglar gidalar icin
dogal tatlandirici katki maddesi, parfiimeride gilizel koku olarak, aroma terapide ve
geleneksel ve alternatif tipta yaygin olarak kullanilir. Terpen alkol olan fitol yesil
bitkilerde klorofile bagli olarak bulunur ve bitkinin yalnizca yaprak kisminin kloroform

ekstraktlarinda tespit edilmistir.

3.2. Fenolik Bilesikler

3.2.1. LC-UV Metot Gelistirme

Optimize edilen LC-DAD metodu kullanilarak 12 standart fenolik bilesigin analizine
bir 6rnek Sekil 17°de goriilmektedir. Metot, 60 dakika icinde tiim analitlerin uygun bir

sekilde ayrilmasini sagladi.
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Sekil 17. LC-DAD tarafindan 280 nm (a), 315 nm (b) ve 370 nm (c)’de fenolik
standartlarin piklerinin analizi i¢in elde edilen kromatogramlar (1, 2 ,3, 5, 6, 7,
9, 10 ve 12 pikleri 0.4 ppm ve 4, 8 ve 11 pikleri 1 ppm konsantrasyonda elde
edildiler). Kosullar: Kolon: Luna C18 kolon (250 mm X 2.00 mm i.d., 5 pm
partikiiller), hareketli faz: (A) suda %2 asetik asit, (B) 50/50 asetonitril/su
icinde %0.5 asetik asit. Gradient detaylarina deneysel boliimde deginilmistir.
Enjeksiyon hacmi: 25 pL, sicaklik: 30 °C.

Tablo 5. Gelistirilen LC-DAD metodunun parametreleri

No Bilesik %RSD (RT) %RSD (Alan) R’ LOD’
1  Gallik asit 0,0581 1,1888 1 0,0293
2 Protokatekuik asit 0,0389 2,5897 1 0,0424
3  Katesin 0,029 0,5956 0,9999 0,0574
4  p-OH Benzoik asit _ _ 1 _

5  Vanilik asit 0,0327 5,3385 0,9999 0,1186
6  Kafeik asit 0,0102 0,8313 0,9999 0,0515
7  Siringik asit 0,0132 1,8715 0,9999 0,0838
8  Epikatesin 0,03 4,0733 0,9999 0,0596
9  p-Kumarik asit 0,0128 1,4433 1 0,0791
10  Ferulik asit 0,0135 1,2998 1 0,0924
11 Rutin 0,0132 2,0085 1 0,1722
12 Kuersetin 0,007 6,4394 0,9999 0,6579

* dedeksiyon limiti (ppm)

_: Mevcut kosullarda Katesin piki ile ¢akisma yaptig1 i¢in p-OH benzoik asit i¢in %RSD (RT), %RSD (Alan)

ve LOD degerleri hesaplanamamustir.
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Baslangicta gelistirilen LC-DAD metodu hassasiyet ve gigliilik acisindan
degerlendirildi. Alikonma zamani ve pik alanlarmin ¢6ziniirliigii LOD i¢in standartlarla
hazirlanan ¢ozeltinin 7 kez enjeksiyonu ile belirlendi. Sonuglar hesaplanan dedeksiyon
limiti (LOD) ile birlikte Tablo 2’de mevcuttur. Diisiik konsantrasyonlarda pik alaninin
¢Oziiniirliighh kabul edilebilir degerlerde bulunurken, alikonma zamanlarinin miitkemmel
¢oziiniirligii elde edildi. Ayrica tiim 12 standart icin lineer cevaplar (R*>0.999) elde edildi
(Tablo 5). Tiim standartlar icin LOD degerleri 0.2 ppm’in altindadir ki bu deger bitki

ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesiklerin dedeksiyonu i¢in yeterlidir.

3.2.2. Polygonum bistorta ssp. carneum Metanolik Ekstraktlarnn LC-UV
Analizleri

Fenolik standartlar kullanilarak LC-DAD metodunun optimizasyonunun ardindan P.
bistorta ssp. carneum’un metanolik ekstraktlar1 analiz edildi. Yaprak, ¢igek ve saplarin
analiz 6rnekleri Sekil 18-20°de sirasiyla verilmistir. Bu ekstraktlarin her birinden 6nemli
derecede farkli profiller elde edildi. 370 nm’yi fenolik bilesiklerden yalnizca flavonol
tiirevleri absorbe ettigi i¢in bu dalga boyunda elde edilen kromatogramlar ekstraktlarin her
birinde fenolik bilesiklerin ¢ogunlugunun flavonol tiirevleri oldugunu gdsteren kanitlardir.
Ayrica flavonol aglikonlarinin gradientin sonunda elue edildigi bilindigi icin (bkz.
kuersetin Sekil 17°de) esas piklerin flavonol glikozitlere karsilik gelmeleri miimkiindiir. Bu
bilesikler icerdikleri seker gruplarindan dolay1 daha yiiksek bir polariteye sahiptirler ki
bdylece gradientte daha erken elue edilirler (bkz. rutin veya kuersetin-rutinozit, ~36 dk’da
elue edilir, Sekil 17).

Bu hipotezi dogrulamak i¢in, deneysel kisimda verildigi gibi ekstraktlarin asit hidrolizi
gerceklestirildi. Hidroliz flavonol aglikon ve bagli glikozit arasindaki asite karst kararh
olmayan C-O baginin kirilmasina sebep olur. Bu da flavonol-glikozitlerin kaybolmasina ve
ayn1 zamanda da Orneklerdeki flavonol aglikonlarin miktarlarinin artmasina sebep

olmalidir.
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Sekil 18. Polygonum bistorta ssp. carneum’un metanolik yaprak ekstraktlarinin a) 280 nm,
(b) 315 nm ve (¢) 370 nm’deki kromatogramlari. Kosullar Sekil 17 ile aynidir
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Sekil 19. Polygonum bistorta ssp. carneum’un metanolik ¢icek ekstraktlarinin (a)280 nm,
(b) 315 nm ve (¢) 370 nm’deki kromatogramlari. Kosullar Sekil 17 ile aynidir
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Sekil 20. Polygonum bistorta ssp. carneum’un metanolik sap ekstraktlarinin (a) 280 nm,
b) 315 nm ve (c) 370 nm’deki kromatogramlar1. Kosullar Sekil 17 ile aynidir
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Sekil 21. Polygonum bistorta ssp. carneum’un hidrolizlenmis yaprak (a), cicek (b) ve
sap (c¢) ekstraktlarinin 370 nm’de elde edilen kromatogramlari
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Hidrolizlenen P. bistorta ssp. carneum ekstraktlarimin 370 nm’deki analiz 6rnekleri
Sekil 21°de gosterilmistir. Erken elue edilen bilesiklerin neredeyse tamaminin hidrolizden
sonra kaybolmasi bir kanttir (bkz. Sekiller 18-20). Ayrica alikonma zamani ve DAD
verileri ile dogrulanan kuersetinin miktarinda 6nemli bir artig vardir. Bu P. bistorta ssp.
carneum ekstraktlarinda bulunan bilesiklerin ¢ogunlugunun gercekte kuersetin-glikozitler
oldugunu gosterir. Fakat yinede flavonol-glikozit standartlarinin ilave analiz sonuglarina
sahip olmadigimiz i¢in LC-DAD ile esas piklerin tanimlanmasi problemlidir. Bundan
dolay1r P. bistorta ssp. carneum ekstraktlarinin esas fenolik bilesiklerinin yapilarini

aydinlatma araci olarak LC-MS incelendi.

3.2.3. Carpismadan Kaynaklanan Ayrisma ile LC-MS Tarafindan Glikozidik
Flavonoidlerin Tanimlanmasi

P. bistorta ssp. carneum metanolik ekstraktlarinda mevcut olan fenolik bilesikler
standartlarin alikonma zamani ve kiitle spektrumlar ile literatiirde rapor edilen verilerle
karsilagtirilarak  tanimlandi.  Ekstraktlarin =~ hidrolizden sonra hidroliz  edilmeyen
numunelerin kromatogramlarinda goriilen piklerin cogu kayboldu ve kuersetin ve kamferol
pikleri biiylidii (Sekil 21). Bu durum ekstraktlardaki flavonollarin esas olarak bu iki
bilesigin glikozidik tiirevleri oldugunun gostergesidir. Bu flavonol glikozidlerin
aydinlatilmasi i¢in, LC-DAD-MS kullanildi ve elde edilen kiitle spektrumlari uygun
literatiir verileriyle karsilastirildi (Tablo 6). Temsilci olarak alinan yaprak ekstraktinda 13
seker bagli flavonol a’dan m’ye Tablo 6’da gosterilmistir. Kuersetin ve kamferol

aglikonlarindan ibaret olan bu flavonollar mevcut yontemle tanimlanabilir.
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Sekil 22. Polygonum bistorta ssp. carneum yapraklarinin ekstraktlari i¢in hidrolizden 6nce
370 nm’de elde edilen kromatogramlar
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Tablo 6. Polygonum bistorta ssp. carneum hidroliz edilmeyen yaprak ekstraktlarinin ESI-
MS ile carpisma kaynakli ayrigma sayesinde tespit edilen molekiiler iyon
([M-H]) m/z degerleri ve baslica fragmentler

RT . m/z Fragment(ler

Pik (dk) Bilesik [M-H] (M% tip) 40 Kaynakiar

a 21,4 Kuersetin-h+h 625 463,301 I

b 31,2 Kamferol-dh+h 593 447285 I

¢ 33,1 Kuersetin-h+p 595 300 I

d 349 Kuersetin-h +p 595 463,301,179,151 I

e 36.1 Kuersetin -dh+ h* 609  447,300,271,255,179 I

f 36.5 Kamferol-dh+ h 593 285 I

g 36.8 Kuersetin-dh+h® 609  463,300,271,255,179 I 11, 111, IV
(Rutin)

h 37.9 Kuersetin-h 463 300 L II, 1LV, VI

1 38.6 Kamferol-h 447 285 IV, VI

i 40.6 Kuersetin-h +CHj3 477 301 I

k  41.7 Kuersetin -p, 447433 300,284,255,227,179,151 I
Kuersetin-dh veya
Kamferol - h

1 43.0 Kuersetin -p 433 300,271,255 I

m 44,0 Kuersetin -dh 447  300,271,255,179,151 I, 11, III

h: heksoz; p: pentoz; dh: deoksiheksoz

* ve ® HPLC’de farkli alikonma zamanlarma ve farkli MS-MS spektruma sahip m/z 609 olan iki
diglikozitlerdir. Daha hizli elue olan diglikozit (*) igin, 447 MS-MS spektrumda dnce bir heksoz seker (162)
grubunu kaybeden daha giiglii iyondur. Daha yavas elue edilen diglikozitte (°), 463 MS-MS spektrumunda
once deoksiheksoz seker (146) kaybeden en siddetli piktir.

I: Hiakkinen ve Auriola, 1998; II: Alonso-Salces vd., 2004; III: Silva vd., 2005; IV: Sigesser ve Deinzer,
1996; V: Bravo vd., 2006; VI: Carini vd., 2001.

3.2.3.1. Heksozlar

Ekstraktlarda biri kuersetin (H) ve digeri kamferol (I)’a bagli heksoz gruplar: olarak iki
heksozlu monoglikozit gozlendi. Kuersetin-heksozun kiitle spektrumu Sekil 23’de
gosterilmistir.

Kuersetin-heksoz 463 akb olan bir [M-H] iyonuna ve 37.9 dk alikonma zamanina
sahiptir. 162 akb kiitle farkinin bir birim heksoz kaybindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir
(Hékkinen ve Auriola, 1998; Bravo vd., 2006; Carini vd., 2001). m/z 300’e sahip iyon
fragmentasyon sirasinda olusan bir kuersetin radikaline karsilik gelir (Petsalo vd., 2006;
Hwattum ve Ekeberg, 2003). CID esnasinda olusan birka¢ ilave fragment daha diisiik
m/z’lerle verilmistir. Spektrumdaki m/z 463.9 ve 301 ilgili iyonun "C izotoplarim temsil
eder (Ashcroft, 1997).
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Sekil 23. Kuersetin-heksozun %50 ¢arpismadan kaynaklanan ayrisma ile elde edilen kiitle
spektrumu

3.2.3.2. Pentozlar

Potansiyel olarak kuersetin-pentoz (K ve L)’a karsilik gelen iki aday pik gozlendi. K
pikinde bant genislemesi mevcut oldugu icin bu pik tek bir bilesik olarak tanimlanmadi.

Bundan dolay1 L piki (Tablo 6) pentozlar i¢in temsilci bir pik olarak secildi.

Bagil Bolluk 432.8
100

90
80

70 Ful Tarama MS
60 Pik 43 dk’da

50
40 299.9
30
300.9
20 271.1
255

10 178.9 2437 '

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

m/z

Sekil 24. Kuersetin-pentozun %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu
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433 akb olan molekiiler iyona sahip olan kuersetin-pentoz (eliisyon 43 dk) Sekil 24’te
goriilebilir. Uygulanan CID’den kaynaklanan 132 akb degerinde kiitle farkinin bir pentoz
grubu oldugu diisliniilmektedir (Hékkinen ve Auriola, 1998). 300 akb’de kuersetinin
radikal iyonunun kiitle spektrumu kuersetinin serbest radikal formuna karsilik gelir.
Kuersetinin CID sayesinde ayrica kendi kendine kiigiik pargalar halinde fragmentlerine

ayrilmasi Sekil 24’te goriilebilir (Prasain vd., 2004).

3.2.3.3. Deoksiheksozlar

Sekil 22 ve Tablo 6’daki K ve M piklerinin her ikisi de igerdikleri m/z 447 iyonundan
dolay1 kuersetin-deoksiheksoza karsilik gelebilirler. K piki igerdigi iki ana pikten dolay1
acik¢a tanimlanmaya miisaade etmez. M piki yalnizca kuersetin-deoksiheksoza karsilik
gelen dogru m/z degerini igerir. Kuersetin-heksoz (H) ile karsilastirildiginda M ve K’nin
daha biiylik alikonma zamanina sahip olmalar1 ger¢ekte deoksi formunun daha apolar
olmasiyla uyumlu bir gostergedir. M piki kromatogramda en son elue edilen piktir (44 dk).
Uygulanan CID sonucunda bu sinyalde goézlenen 146 akb fark deoksiheksoz kaybina
baglhdir (Hakkinen ve Auriola, 1998; Alonso-Salces vd., 2004). 300 akb’e karsilik gelen
sinyal temelde kuersetinin varligin1 gosteriyor ve bazi ilave daha kiigiik fragmentlerde

ayrica Sekil 25°te gozlenir (Hakkinen ve Auriola, 1998; Alonso-Salces vd., 2004).
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Sekil 25. Kuersetin-deoksiheksozun %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu



3.2.3.4. Diheksozlar

Kuersetin-diheksoz (A) tespit edilen tek diheksozdu. Kiitle spektrumu Sekil 26’da
gosterilmistir. Alikonma zamani1 21.4 dk olup 625 akb igeren [M-H] iyonuna sahiptir.
Uygulanan CID sonucunda 6nce heksoza karsilik gelen 162 akb kaybi goriiliir ve bu lineer

diheksoz modeline uygun olarak ayni kiitlede diger bir heksozun kaybi takip eder

(Hékkinen ve Auriola, 1998).
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Sekil 26. Kuersetin-diheksozun %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.2.3.5. Deoksiheksoz + heksoz
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Sekil 27. Kamferol-deoksiheksoz+heksozun %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu
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Bir deoksiheksoz+heksoz grubuna bagli dort aglikon tespit edildi. Bunlarin ikisi
kuersetin-deoksiheksoztheksozu (E ve G) icerir ki bu iki pik bagladiklar1 seker
birimlerinin baglanma sirasina gore a ve b olarak ikiye ayrilmistir. Diger iki pik ise
kamferol-deoksiheksoz+heksoza karsilik gelir (B ve F).

Kamferol-deoksiheksoz+heksoz, bu flavonol glikozitler i¢in bir temsilci bilesik olarak
secildi ve Sekil 27°de gosterildi. F bilesigi 593 akb’ye ait bir molekiiler iyonla 36.5 dk
alikonma zamanina sahiptir. 593 ile fragment iyon 285 arasindaki kiitle farki 308 akb’nin

hem heksoz hem de deoksiheksoz olmasi beklenir (Hékkinen ve Auriola, 1998).

3.2.3.6. Heksoz + pentozlar

Iki kuersetin-heksoz+pentoz flavonol glikozit Tablo 6’da goriildiigii gibi tespit edildi (C
ve D bilesikleri). D pikinin 34.9 dk’da gozlenen MS spektrumu Sekil 28’de gosterilmistir.

Molekiiler iyon 595 m/z’e sahiptir. 294 akb kaybi (162 ve 132) sirasiyla heksoz ve
pentoz kaybini aciklar (Hékkinen ve Auriola, 1998).
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Sekil 28. Kuersetin-heksoz+pentozun %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu
3.2.3.7. Heksoz + CH;
Kuersetinin bir heksoz ve metil tiirevi tespit edildi (J). 40.6 dk’da 477 akb molekiil

agirhigina sahip pikin ilk fragmenti 301 akb’dir. 176 akb kaybi bir heksoz ve bir metil
grubuna karsilik gelir (Sekil 29).
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Sekil 29. Kuersetin-heksoz+CH;’lin %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.2.4. MS ve Uygun Standartlarla Karsilastirarak ilave Flavonoidlerin
Tanmlanmasi

P. bistorta ssp. carneum’un yapraklarinin ekstraktinda hidrolizden dolay1t HPLC-DAD
kromatogramlarinda kaybolan pikler (Sekil 21) flavonol-glikozitler olarak tanimlandi.
Fakat yine de farkli hidroliz edilmeyen ekstraktlarda pek ¢ok ilave fenolik bilesikler LC-
MS tarafindan tespit edildi. Tim ekstraktlarda bu bilesiklerin bir listesi Tablo 7’de
gosterilmistir.

Gallik asit (pik 1), protokatekuik asit (pik 2), katesin (pik 3), epikatesin (pik 8), rutin
(pik 11) ve kuersetin (pik 12) kiitle spektrometri ve standartlarin alikonma zamanlari ile
karsilastirarak tanimlandi (bkz Tablo 7 ve Sekil 30-35). lgili kiitle spektrumlari asagida

gosterilmistir.

3.2.4.1. Gallik Asit

Gallik asit 8.5 dk alikonma zamanina ve 169 akb’li bir negatif molekiiler iyon [M-H]’a
sahiptir (Bravo vd., 2006; Zywicki vd., 2002). Molekiiler iyon ve ilk fragment arasindaki
44 akb kayb1 gallik asitin dekarboksilasyonuna karsilik gelir (Sekil 30).
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Sekil 30. Gallik asitin CID’siz kiitle spektrumu. Yapisi spektruma eklenmistir

3.2.4.2. Protokatekuik Asit

Protokatekuik asit 17 dk alikonma zamanina ve 153 akb’li bir negatif iyon [M-H]’e

sahiptir (Bravo vd., 2006). 153 m/z ve 109 m/z arasindaki 44 akb kaybi protokatekuik

asidin dekarboksilasyonuna karsilik gelir.

Bagil Bolluk 153.1

90 Ful Tarama MS
80 Pik 17 dk’da OH

70

605 109.4
50 OH

HO

40 O
30

20
10

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
m/z

Sekil 31. Protokatekuik asitin CID’siz kiitle spektrumu . Yapis1 spektruma eklenmistir
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3.2.4.3. Katesin

Katesin 22.2 dk alikonma zamanina ve 289 akb’li bir [M-H] iyonuna sahiptir (Sekil
32) (Borbalan vd., 2003; Alonso-Salces vd., 2004; Bravo vd., 2006; Zywicki vd., 2002).
289 ve 245 arasindaki 44 akb farkinin C halkasindan Cs deki hidroksil grubuyla birlikte C;
ve C4 den —CH;-CHOH- grubunun kaybindan kaynaklandig:r disiiniilir ([M-45])
(Borbalan vd., 2003; Bravo vd., 2006).
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Sekil 32. Katesinin CID’siz kiitle spektrumu. Yapisi spektruma eklenmistir

3.2.4.4. Epikatesin
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Sekil 33. Epikatesinin CID’siz kiitle spektrumu. Yapis1 spektruma eklenmistir
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Epikatesin 27.6 dk alikonma zamani ve 289 akb’li bir negatif molekiiler iyon [M-H] a
sahiptir (Borbalan vd., 2003; Alonso-Salces vd., 2004; Bravo vd., 2006; Zywicki vd.,
2002). 289 ve 245 arasindaki 44 akb farkinin C halkasindan Cs deki hidroksil grubuyla
birlikte C; ve Cs’ten —CH,-CHOH- grubunun kaybindan kaynaklandigi diisiintiliir
([M-45]) (Borbalan vd., 2003; Bravo vd., 2006). m/z 597 olan en bol iyon [2M-H]" dimere
karsilik gelir.

3.2.4.5. Rutin

Cesitli ekstraktlarda iki kuersetin-deoksiheksoz-heksoz yapi tipi ¢ok yakin ilgili
alikonma zamanlariyla (sirasiyla 36.1 dk ve 36.8 dk) tespit edildi. Daha ge¢ elue edilen pik
rutine karsilik gelir ve bu uygulanan CID’den dolay:1 goriilen karakteristik fragmentler
sayesinde de dogrulanir (Tablo 7). Fragment iyon m/z 463, bu pikin rutin oldugunu
gosterir (Sekil 30 ve Tablo 3) (Siagesser ve Deinzer, 1996).
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Sekil 34. Rutinin CID ile elde edilen kiitle spektrumu. Yapis1 spektruma eklenmistir

3.2.4.6. Kuersetin

Kuersetin 61.1 dk’da alikonma zamani ve 301 akb olan negatif molekiiler iyon [M-H]
‘a sahiptir.

Bu bilgi ayrica Tablo 7°de verilmistir. Cesitli ekstraktlarda asagidaki bilesiklerin varligi
ya da yoklugu Tablo 8’de mevcuttur.
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Sekil 35. Kuersetinin CID ile elde edilen kiitle spektrumu. Yapisi spektruma eklenmistir

Tablo 7. Hidroliz olmayan ekstraktlarda flavonoidlerin [M-H] iyonlarinin m/z degerlerinin
tanimlanmasi. 1-10, 19-22 CID uygulanmaksizin, 11-18 CID uygulanarak tespit

edildi
RT ] m/z
No (dk) Bilesik [M-H] fragm.ent(ler) Kaynaklar
(MS tip)

1 8,5 Gallik asit 169 125 V, VII
2 17.0 Protokatekuik asit 153 109 \Y
3 19.5 Prosiyanidin dimer 577 289 I, VIII, V, IX
4 22.2 Katesin 289 245 X, 1L, V, VII
5 22.6  Klorogenik asit 707 353 VI
6 23.3  Prosiyanidin dimer 577 II, VIII, V, IX
7 23.7 Klorogenik asit 707 353 VI
8 24.2  Klorogenik asit 707 353 VI
9 27.2  Klorogenik asit 353 191,179 VI
10 27.6 Epikatesin 579 289,245 X, 1LV, VII
11  36.1 Isorhamnetin-

deoksiheksoz+heksoz 623 II
12 39.6 Isorhamnetin -heksoz+pentoz 609 315 I
13  41.3 Isorhamnetin-

deoksiheksoz+heksoz 623 315 II
14 429 Isorhamnetin-

deoksiheksoz+heksoz 623 315 11
15 43.5 Isorhamnetin -heksoz 477 315 IX

16 44.5 Isorhamnetin -heksoz 477 315 IX
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Tablo 7’nin devami

RT ] m/z
No (dk) Bilesik [M-H] fragm.ent(ler) Kaynaklar
(MS tip)
17 454 Apigenin-heksoz 431 269 VI, XI
18 49.2  Apigenin -heksoz 431 269 VI, XI
19 61.1 Kuersetin 301 XII, V.1
20 61.6 Isorhamnetin 315 II
21  63.6 Kamferol 285 XII, I
22 64 Apigenin 269 XII, XI

IT: Alonso-Salces vd., 2004; V: Bravo vd., 2006; VI: Carini vd., 2001; VII: Zywicki vd., 2002; VIII:
Benavides vd., 2006; IX: Cantos vd., 2002; X: Borbalan vd., 2003; XI: Hwattum ve Ekeberg, 2003; XII:
Fabre vd., 2001.

3.2.5. Yalmzea Kiitle Spektrometresi Tarafindan ilave Flavonoidlerin
Tanimlanmasi

Cesitli ekstraktlarda standartlar ile aydinlatilmalar1 uygun olan bilesiklerin bu listesinin
yaninda UV spektrumunda standartlar ile aydinlatilmalar1 uygun olmayan ve goriilmeyen
baz1 ilave flavonoidler CID ile ya da CID’siz LC-MS’de ekstrakte edilmis iyon
kromatografi sayesinde tanimlanabilirler. Bu sonuglar ve ilgili kiitle spektrumlar1 asagida
gosterilmistir. Klorogenik asitler (Sekil 37) ve isorhamnetin-deoksiheksoz-pentoz (Sekil

40) icin temsilci ekstrakte edilen iyon kromatogramlar1 gdsterilmistir.

3.2.5.1. Klorogenik Asit

Klorogenik asidin m/z 353 akb olan dort negatif molekiiler iyon ([M-H]') ve/veya dimer
[2M-H]" pikleri ¢esitli alikonma zamanlarinda farkli numunelerin kromatogramlari
boyunca gozlendi. Bu durum ekstraktlarda bulunan klorogenik asitin ¢esitli yapisal
izomerlerine isaret eder, fakat onlar burada kullanilan tekniklerle farklandirilamazlar. P.
bistorta ssp. carneum’un ekstrakte edilen iyon kromatograminda bu molekiil agirligina
sahip yalnizca dort pik tespit edildi. Bu ekstrakte edilen iyon kromatogrami Sekil 37°de ve

klorogenik asit i¢in segilen temsili MS spektrumu ise Sekil 36’da gosterilmistir.
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Sekil 36. Klorogenik asidin CID’siz kiitle spektrumu. Yapist spektruma eklenmistir
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Sekil 37. Polygonum bistorta ssp. carneum’un yaprak ekstraktlarinda gozlenen klorogenik
asit (m/z 353 akb) i¢in ekstrakte iyon kromatogrami

3.2.5.2. Prosiyanidin Dimer

Prosiyanidin dimer ig¢in beklenen iyonun (m/z 577 akb) ekstrakte iyon
kromatogramindan ¢esitli numunelerde dort pik gozlendi. Sekil 38°de gosterilen kiitle
spektrumu 19.5 dk’da elue edilen pike karsilik gelir (Zywicki vd., 2002; Benavides vd.,
2006).
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Sekil 38. Prosiyanidin dimerin CID uygulanmaksizin elde edilen kiitle spektrumu. Yapisi
spektruma eklenmistir

Yine bu durum ekstraktlarda bulunan ve burada kullanilan tekniklerle

farklandirilamayan prosiyanidinin ¢esitli yapisal izomerlerine isaret eder.

3.2.5.3. isorhamnetin-deoksiheksoz + heksoz
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Sekil 39. Isorhamnetin-deoksiheksoz+heksozun %50 CID uygulanarak elde edilen kiitle
spektrumu. Isorhamnetinin yapis1 spektruma eklenmistir

36.1 dk’da elue edilen pikin kiitle spektrumu Sekil 39°da gosterilmistir. 622.9 akb’e

sahip kiitle spektrumu isorhamnetin-deoksiheksoz-heksoz i¢in beklenen iyona karsilik
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gelir. P. bistorta ssp. carneum’un ¢icek ekstraktinda bu kiitle i¢in ekstrakte edilen iyon
kromatogrami Sekil 40’ta gosterilmistir. %50 CID’de fragmentasyon islemi sayesinde bu
tanimlama dogrulanir. Molekiiler iyon ve ilk fragment arasindaki 308 akb’lik kiitle farkinin
deoksiheksoz (146 akb) ve heksoz (162 akb) kaybindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir
(Alonso-Salces vd., 2004).
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Sekil 40. Polygonum bistorta ssp. carneum un ¢icek ekstraktlarinda gdzlenen isorhamnetin
(623 akb) i¢in ekstrakte edilen iyon kromatogrami

3.2.5.4. Isorhamnetin-heksoz + pentoz

Bagil Bolluk 315.0

=
© O
o O

bbb nn b oo

Ful Tarama MS Ho
Pik 39.6 dk’da

80

[©2 3N
o O

50%

40=
E 608.8
303

203
E 316.0
103

T u P I I A AT Ll
T T Tt e T

e ¢
150 200 250 300 350 400 450 S%O/Z 550 600

wihoyl I
LA B

IR TR WP
T L e

il g PRTHIN T BU
e g e

T T

——
650 700 750 800 850

Sekil 41. 1s0rhamnetin-heksoz+pentozun %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu.
Isorhamnetinin yapis1 spektruma eklenmistir
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Isorhamnetin-heksoz+pentozun molekiiler agirligma karsilik gelen kiitle spektrumu
Sekil 41°de gosterilmistir. Uygulanan %50 CID sayesinde gozlenen 294 akb kiitle kaybi
heksoz ve pentoz birimlerinin kaybina karsilik gelir (Hékkinen ve Auriola, 1998; Alonso-

Salces vd., 2004).

3.2.5.5. Apigenin-heksoz

P. bistorta ssp. carneum’un yaprak ekstraktinin ekstrakte edilen iyon kromatograminda
iki apigenin-heksoz piki goriildi. 45.4 dk’da elue edilen pike karsilik gelen kiitle
spektrumu Sekil 42°de gosterilmistir.
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Sekil 42. Apigenin-heksozun %50 CID ile elde edilen kiitle spektrumu. Apigeninin yapisi
spektruma eklenmistir

431 akb’ye sahip molekiiler iyon apigenin-heksozlardan birine karsilik gelir (Carini vd.,
2001; Hwattum ve Ekeberg, 2003). Uygulanan %50 CID sayesinde olusan 162 akb kayb1
bir heksoz sekere karsilik gelir. Ayrica apigenin [M-H] nin serbest radikal fragmenti de
goriilebilir (Hwattum ve Ekeberg, 2003).

Tablo 8’te bu bolimde tanimlanan molekiiller i¢in tim ekstraktlar kalitatif agidan

incelenmistir.



Tablo 8. Bitki ekstraktlarinda tespit edilen fenolik bilesikler

Bilesik Harf sembolleri ve Numaralari

Ekstraktlar

110YM

110CM

110SM

(a) Kuersetin-heksoz+heksoz

(b) Kamferol- deoksiheksoz - heksoz
(c¢) Kuersetin- heksoz +pentoz

(d) Kuersetin- heksoz +pentoz

(e) Kuersetin- deoksiheksoz + heksoz®
(f) Kamferol - deoksiheksoz + heksoz

(g) Kuersetin - deoksiheksoz + heksoz ® (rutin)

(h) Kuersetin - heksoz
(i) Kamferol - heksoz
(j) Kuersetin - heksoz +CH;

(k)Kuersetin -pentoz, Kuersetin -deoksiheksoz veya

Kuersetin - heksoz
(1) Kuersetin -pentoz
(m) Kuersetin - deoksiheksoz
(1) Gallik asit
(2) Protokatekuik asit
(3) Prosiyanidin dimer
(4) Katesin
(5) Klorogenik asit
(6) Prosiyanidin dimer
(7) Klorogenik asit
(8) Klorogenik asit
(9) Klorogenik asit
(10) Epikatesin
(11) Isorhamnetin- deoksiheksoz + heksoz
(12) Isorhamnetin - heksoz +pentoz
(13) Isorhamnetin - deoksiheksoz + heksoz
(14) Isorhamnetin -deoksiheksoz + heksoz
(15) Isorhamnetin - heksoz
(16) Isorhamnetin - heksoz
(17) Apigenin- heksoz
(18) Apigenin- heksoz
(19) Kuersetin
(20) Isorhamnetin
(21) Kamferol
(22) Apigenin
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110YM, 110CM ve 110SM sirasiyla Polygonum bistorta ssp. carneum’un yaprak, cicek ve

ekstraktlaridir.
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Demirezer vd. (2000) nin Polygonum bistorta ssp. carneum lzerine yaptiklari bir
calismada bitkinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanol ekstraktlarinda, kuersetin
3-O-p-D-glukuronopiranozit,  kuersetin-3-O-a-L-ramnopiranozit,  kuersetin-3-O-f-D-
galaktopiranozit, kamferol-3-O-a—L- ramnopiranozit ve katesin izole edilmistir. Izole
edilen bilesiklerin yapilar1 spektroskopik ve kromatografik yollarla aydinlatilmistir.
Mevcut caligmada bu flavonoller tespit edilmis fakat flavonol-glikozit standartlarinin ilave
analiz sonuglarmma sahip olunmadigindan hangi sekerlerin bagli oldugu tespit
edilememistir.

Data vd. (2000) nin Polygonum viscosum’un tim kisimlarinda yaptiklar1 bir ¢alismada
metanol ekstraksiyonuyla kuersetin 3-O-(6"-galloil)-f-D-galaktozit izole edilmis ve yapisi
UV ve NMR teknikleriyle belirlenmistir.

Calis vd. (1999) nin Polygonum salicifolium’un flavonoid glikozitleri iizerine yapilan
bir ¢aligmada alti tane bilinen flavonoid glikozit; kamferol-3-O-f-D-glikopiranozit
(astragalin), kamferol-3-0-4-D-galaktopiranozit, kuersetin-3-O-f-D-glikopiranozit
(izokuersitrin),  kuersetin-3-O-f-D-galaktopiranozit (hiperozit), kuersetin-3-O-(2"-O-
galloil)-f-D-  glikopiranozit ve  kuersetin-3-O-B-D-  glikopiranozit ~ Polygonum
salicifolium’un rizomlarindan izole edilmis ve yapilar UV, IR, ESI-MS, 1D- ve 2D-NMR
gibi yontemlerle aydinlatilmistir.

Smolarz (2002) nin yaptig1 bir ¢aligmada iki asetillenmis flavonoid glikozit: kuersetin-
3-0-f3-D-glukuronid, kuersetin-3-0-f3-D-glukopiranozit, kuersetin-3-0-f3-D-
galaktopiranozit, kuersetin-3-0-a-L-ramnopiranozit, kuersetin-3-O-ramnoglukozit,
kamferol-3-O-D-glukopiranozit, kuersetin, kamferol ve taksifolin ile birlikte kuersetin-3-
O-f3-D-(6?7-0O-galloil)-glikopiranozit ve kuersetin-3-O-f-D-(67-O-galloil)-galaktopiranozit
Polygonum lapathifoluim ssp tomentosum (Schrank) Dans’in toprak iistii kismindan izole
edilmis ve bilesiklerin yapilar1 kimyasal ve spektroskopik yontemlerle belirlenmistir.

Smolarz vd. (2003) nin Polygonum amphibium L. iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada
kuersetin-3-metil eterin yani sira trans-taksifolin, kuersetin ve kamferol izole edildi ve
izole edilen bilesiklerin yapist UV, 'H NMR, “C NMR ve CI-MS gibi spektroskopik
yontemlerle tayin edildi.

Ayni cinsin farkl tiirleri iizerine yapilan bu ¢alismalarda mevcut ¢alisma ile benzer
olarak kuersetin ve kamferol tespit edilmistir. Yapilan calismalardan elde edilen bu
sonuglara dayanarak genel olarak Polygonum’un kuersetin ve kamferol flavonollerini

icerdigini sdyleyebiliriz.
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3.3. Antioksidan Aktivite: DPPH® Radikal Temizleme Aktiviteleri

DPPH’ radikali temizleme yontemine belirlenen numune antioksidan kapasiteleri Sekil
43-51den elde edilerek belirlenmistir. Artan numune konsantrasyonuna kars1 517 nm’deki
absorbanslar grafige gegirilerek elde edilen grafikler kullanilarak antioksidan kapasiteler
kantitatif olarak ifade edilmistir. Antioksidan aktivite, numnunelerin ICsy degerleri
belirlenerek karsilastirilmistir (Sekil 52). 1Cso, baslangic DPPH® radikal konsantrasyonunu
(kontroliin absorbansini) yariya diisiiren numune konsantrasyonudur ve genellikle mg/mL

ya da mM olarak ifade edilmektedir.

y =-0,7487x + 0,513
R? = 0,9401

Abs. (517 nm)
o
W
|

(0} 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Konst. (mg/mL)

Sekil 43. P. bistorta ssp. carneum’un yaprak kisminin kloroform ekstraktinin (110YK)
DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517
nm’deki absorbansa karsi grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu
(ICsp) olarak ifade edildi (ICso = 0.3426 mg/mL)
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Sekil 44. P. bistorta ssp. carneum’un ¢icek kismimin kloroform ekstraktinin (110CK)
DPPH® radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517
nm’deki absorbansa kars1 grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu
(ICso) olarak ifade edildi (ICsp = 0.6531 mg/mL)
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Sekil 45. P. bistorta ssp. carneum’un sap kisminin kloroform ekstraktinin (110SK) DPPH*
radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki
absorbansa kars1 grafige gegirilerek elde edildi, aktivite kontroliin absorbansini
(maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu (ICsy) olarak
ifade edildi (ICsp = 0.4005 mg/mL)
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Sekil 46. P. bistorta ssp. carneum’un yaprak kisminin metanol ekstraktinin (110YM)
DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517
nm’deki absorbansa kars1 grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin
absorbansinit (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu
(ICsp) olarak ifade edildi (ICsp = 0.0128 mg/mL)
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Sekil 47. P. bistorta ssp. carneum’un ¢icek kisminin metanol ekstraktinin (110CM)
DPPH’ radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517
nm’deki absorbansa karsi grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin
absorbansini (maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu
(ICsp) olarak ifade edildi (ICso = 0.0087 mg/mL)
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Sekil 48. P. bistorta ssp. carneum’un sap kisminin metanol ekstraktinin (110SM) DPPH®
radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki
absorbansa kars1 grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin absorbansini
(maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu (ICsp) olarak
ifade edildi (ICsp = 0.03 mg/mL)
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Sekil 49. P. bistorta ssp. carneum’un yaprak kisminin sulu ekstraktinin (110YS) DPPH®
radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki
absorbansa kars1 grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin absorbansini
(maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu (ICsg) olarak
ifade edildi (ICsp = 0.0553 mg/mL)
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Sekil 50. P. bistorta ssp. carneum’un sap kisminin sulu ekstraktinin (110CS) DPPH®
radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki
absorbansa kars1 grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin absorbansini
(maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu (ICsp) olarak
ifade edildi (ICso = 0.0135 mg/mL)
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Sekil 51. P. bistorta ssp. carneum’un yaprak kisminin sulu ekstraktmn (110SS) DPPH*
radikali temizleme aktivitesi. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki
absorbansa kars1 grafige gecirilerek elde edildi, aktivite kontroliin absorbansini
(maksimum absorbans) yariya diisiiren numune konsantrasyonu (ICsp) olarak
ifade edildi (ICsp = 0.0535 mg/mL)
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Sekil 52. P. bistorta ssp. carneum’un yaprak (Y), ¢icek (C) ve sap (S) kisimlariin
kloroform (K), metanol (M) ve sulu (S) ekstraktlarinin DPPH® radikali
temizleme aktiviteleri. Grafik numune konsantrasyonu 517 nm’deki absorbansa
kars1 grafige gegirilerek elde edilen ICsy (%50 inhibisyon konsantrasyonu
degerleri kullanilarak olusturuldu

Calis vd. (1999) nin Polygonum salicifolium’un flavonoid glikozitleri {izerine yaptiklari
bir calismada TLC otografik yontemler ile DPPHe radikaline kars1 temizleyici etki gdsterdi.

Hsu (2006) nin Polygonum aviculare L.’nin etanol ekstraktlar1 {izerine yapilan serbest
radikal temizleme aktivitesi ve siiper oksit temizleme aktivitesi tayinlerinde pozitif
sonuglar elde edilmis ve bitkinin antioksidan etkisi oldugu tespit edilmistir.

Peng vd. (2003) nin Polygonum hydropiper L.’nin yapraklarinda yaptiklar1 ¢alismada
izole edilen on flavonoid bilesigi iizerine yapilan Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite
(TEAC) tayininde gii¢lii antioksidatif aktivite bulunmustur.

Mevcut c¢alismada Polygonum bistorta ssp. carneum’un ¢igek, yaprak ve sap
kisimlarinin metanol ve sulu ekstraktlarinda 6nemli derecede DPPH® radikali temizleme

aktivitesi tespit edilmistir.
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3.4. Antimikrobiyal Aktiviteler

3.4.1. Agar Kuyucuk Testi

P. bistorta ssp. carneum’un metanol ekstraktlart C. tropicalis mantarina kars1 hafif
antifungal etki gostermistir. Sulu ekstraktlar1 ise calisilan bakteri ve mantarlara karst bir

etki géstermemistir.

Tablo 9. Metanol ve sulu ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite tayini sonuglari (500 pg/ml)

Mikroorganizmalar ve inhibisyon Cap1 (mm)

Numune Ec Yp Kp Pa Ef Sa Bc Ca Ct Cg
110CM - - - - - - - + -
110SM - - - - - - - - + -
110YM - - - - - - - - + -

Metanol kontrol - - - - - - - - - -
110CS - - - - - - - - - -
110SS - - - - - - - - - -
110YS - - - - - - - - - -
Su Kontrol - - - - - - - - - -
Ceftazidime ++ ++ +++ ++ ++ -+ ++ NT NT NT

Triflucan NT NT NT NT NT NT NT 4+t +H o+t

110CM: Cigek-metanol; 110SM: Sap-metanol; 110YM: Yaprak-metanol; 110CS: Cigek-sulu; 110GS:
Govde- sulu; 110YS: Yaprak- sulu

NT: Test edilmedi

Ec: E. coli ATCC 25922, Yp: Y. pseudotuberculosis ATCC 911, Kp: K. pneumoniae ATCC 13883, Pa: P.
aeruginosa ATCC 10145, Ef: E. faecalis ATCC 29212, Sa: S. aureus ATCC 25923, Bc: B. cereus 702
Roma, C. albicans ATCC 60193, C. tropicalis ATCC 13803, C. glabrata ATCC 66032. Results were
interpreted in terms of the diameter of the inhibition zone: (-): < 5.5 mm; (+): 5.5-10 mm; (++): 11-15 mm,
(+++): >15mm.

3.4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) Testi

P. bistorta ssp. carneum un kloroform ekstraktlar1 ¢alisilan bakteri ve mantarlara karsi
iyi etki gostermistir. Ozellikle Gram pozitif bakterilere karsi olan antibakteriyal etki
yiiksek olmustur. Bitkinin 6zellikle govde kisminin kloroform ekstrakti oldukga yiiksek
antibakteriyal etki gostermistir. Y. pseudotuberculosis’e karst olan aktivite standart olarak

kullanilan Ampicillin ile aynidir. K. pneumoniae’e karst olan aktivite standart olarak
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kullanilan Ampicillin'den daha yiiksektir. Benzer sekilde E. faecalis ve S. aureus

bakterilerine kars1 da standarda yakin aktivite gézlenmistir.

Tablo 10. Kloroform ekstraktlar1 antimikrobiyal aktivite tayini sonuglar

Mikroorganizmalar ve MIC (ug/mL) Degerleri

Numune

Ec Yp Kp Pa Ef Sa Bc Ca Ct
110CK* 500 32 62 125 62 62 >500 125 NT
110SK* 500 32 16 500 8 8 >500 250 NT
110YK* 125 32 62 500 32 32 >500 125 NT
Amp. 8 32 32 >128 2 2 2 NT NT
Flu. NT NT NT NT NT NT NT 8 8

NT: Test edilmedi

*: 500 pg/mLye kadar ¢alisildi

#: 100 pg/mL"ye kadar calisildi

110CK: Cigek-kloroform; 110SK: Sap- kloroform; 110YK: Yaprak- kloroform;

Ec: E. coli ATCC 25922, Yp: Y. pseudotuberculosis ATCC 911, Kp: K. pneumoniae ATCC 13883, Pa:
P. aeruginosa ATCC 10145, Ef: E. faecalis ATCC 29212, Sa: S. aureus ATCC 25923, Bc: B. cereus
702 Roma, C. albicans ATCC 60193, Ct: C. Tropicalis ATCC 13803, Amp.: Ampicillin, Flu:
Fluconazole



4. SONUCLAR VE ONERILER

Polygonum bistorta ssp. carneum’un metanolik ekstraklarinin kimyasal bilesiminin LC-
UV ile aydmlatilmasinda gelistirilen yontemde diisiik konsantrasyonlarda pik alaninin
¢Oziiniirliigli kabul edilebilir degerlerde bulunurken alikonma zamanlarinin miikemmel
¢Oziiniirliigl elde edildi. Ayrica tiim 12 fenolik standart igin lineer cevaplar (R*>0.999)
elde edildi (Tablo 2). Tiim standartlar icin LOD degerleri 0.2 ppm’in altindadir ki bu deger
bitki ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesiklerin dedeksiyonu i¢in yeterlidir. Fenolik
standartlar kullanilarak LC-DAD metodunun optimizasyonunun ardindan P. bistorta ssp.
carneum’un metanolik ekstraktlar1 analiz edildi. Bu ekstraklarindan her birinden énemli
derecede farkli profiller elde edildi. Flavonol tlirevlerinin aydinlatilmasina yonelik yapilan
hidroliz sonucunda flavonol-glikozitlerce zengin olduklarina karar verilen ekstraktlar igin
flavonol-glikozit standartlarinin ilave analiz sonuglarina sahip olmadigimiz i¢in LC-DAD
ile esas piklerin tanimlanmasi problemlidir. Bundan dolay1 P. bistorta ssp. carneum
ekstraktlarinin esas fenolik bilesiklerinin yapilarin1 aydinlatma araci olarak LC-MS
incelendi.

Elde edilen kiitle spektrumlari uygun literatiir verileriyle karsilastirildi (Tablo 3).
Temsilci olarak alian yaprak ekstraktinda 13 seker bagli flavonol a’dan m’e (Tablo 3)
gosterilmistir. Kuersetin ve kamferol aglikonlarindan ibaret olan bu flavonollar mevcut
yontemle tanimlanmistir.  Sonuglar  heksoz, pentoz, deoksiheksoz, diheksoz,
deoksiheksoz+heksoz, heksoztpentoz ve heksoz+CH; seklinde siiflandirilarak
verilmistir. Bagh seker gruplarinda spesifik tanimlama seker standartlarinin ilave analizleri
olmadigindan dolayr yapilamamigtir. Caligma gerekli goriilirse bagli sekerlerin
tanimlanmasin1 miimkiin kilan sartlarda daha ileriye gotiiriilebilir.

P. bistorta ssp. carneum’un yapraklariin ekstraktinda hidrolizden dolay1t HPLC-DAD
kromatogramlarinda kaybolan pikler (Sekil 22) flavonol-glikozitler olarak tanimlandi.
Fakat yine de farkli hidroliz edilmeyen ekstraktlarda pek ¢ok ilave fenolik bilesikler LC-
MS tarafindan tespit edildi. Bunlardan yontem gelistirmede kullanilan standartlar analizi
mevcut olan gallik asit, protokatekuik asit, katesin, epikatesin, rutin ve kuersetin kiitle
spektrometri ve standartlarin alikonma zamanlari ile karsilagtirarak tanimlandi (bkz Tablo
2 ve Sekil 26-31). Mevcut alikonma zamanlar1 ve kiitle spektrumlar ayrica ilgili literatiire

gére  uygun  bulunmustur. RP-LC-DAD  pek ¢ok  fenolik  bilesikler
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icin gliclii bir analiz yontemi olmasina ragmen UV dedeksiyonunun belli uygulamalar i¢in
yeterince duyarli ve spesifik olmadig1 goriilmektedir. MS’in HPLC ile kombinasyonu (LC-
MS) muhtesem segici ve duyarli teknikleri sayesinde bu dezavantajlarin iistesinden
basariyla gelmistir.

Ekstraktlarda standartlar ile aydinlatilmalart uygun olan bilesiklerin yaninda UV
spektrumunda standartlar ile aydinlatilmalar1 uygun olmayan ve goriilmeyen bazi ilave
flavonoidler CID ile ya da CID’siz LC-MS’de ekstrakte edilmis iyon kromatografi
sayesinde tanimlanmiglardir. Bu tanimlamalar literatiirde mevcut ilgili calismalarla
karsilagtirilarak yapilmstir.

Ekstraktlarin  antioksidan aktivite tayinleri DPPH radikal temizleme aktivitesi
yontemiyle yapildi. Bitkinin ¢igek kisminin metanolik ekstraktlarinin 1Cso degerleri
Troloks’a gore az da olsa diisiik, yaprak kisminin metanolik ekstraktlart BHT den diisiik ve
sap kisminin metanolik ekstraklar1 ise C vitamininden diigiik ¢ikmugtir. Standartlarla
yapilan bu karsilagtirma bize bitkinin her bir kisminin metanolik ekstraktinin oldukc¢a
yiiksek DPPH radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu gosterdi.

Metanolik ve sulu ekstraklarda bitkinin ¢igek kisminin ICsy degerleri en diisiik olmasina
ragmen kloroform ekstraktlarinda en yiliksek ICsy degerine sahiptir. Ayrica kloroform
ekstraktlarmin  ICso degerleri metanol ve sulu ekstraktlara gore karsilastirma
yapilamayacak derecede yiiksek ¢ikmigtir.

Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri diger antioksidan tayin yontemleriyle de Olgiilerek
desteklenebilir.

P. bistorta ssp. carneum’un metanol ekstraktlar1 C. tropicalis mantarina kars1 hafif
antifungal etki gostermistir.

P. bistorta ssp. carneum’un sulu ekstraktlar1 ¢alisilan bakteri ve mantarlara karsi bir
etki gdstermemistir.

P. bistorta ssp. carneum’un kloroform ekstraktlar1 ¢alisilan bakteri ve mantarlara karsi
iyi etki gdstermistir. Ozellikle Gram pozitif bakterilere karsi olan antibakteriyal etki
yiiksek olmustur. Ozellikle Bitkinin gévde kismimin kloroform ekstrakti oldukea yiiksek
antibakteriyal etki gostermistir. Y. pseudotuberculosis’e karsi olan aktivite standart olarak
kullanilan Ampicillin ile aymidir. K. pneumoniae’e karsi olan aktivite standart olarak
kullanilan Ampicillin'den daha yiiksektir. Benzer sekilde E. faecalis ve S. aureus

bakterilerine kars1 da standarda yakin aktivite gdzlenmistir.



5. KAYNAKLAR

Alonso-Salces R.M., Ndjoko K., Queiroz E.F., Toset J.R., Hostettmann K., Berrueta L.A.,
Gallo B. ve Vicente F., 2004, On-Line Characterization of Apple Polyphenols by
Liquid Chromatography Coupled with Mass Spectrometry and Ultraviolet
Absorbance Detection, J. Chromatogr. A, 1046, 89-100.

Baugh P. J., 1993, Gas Chromatography: A Practical Approach, Oxford University Press.

Becchi M. ve Fraisse D., 1989, Fast Atom Bombardment and Fast Atom Bombardment
Collision-Activated Dissociation/Mass Analyzed Ion Kinetic Energy Analysis of C-
Glycosidic Flavonoids, Biomed. Environ. Mass Spectrom., 18, 122-130.

Benavides A., Montoro P., Bassarello C., Piacente S. ve Pizza C., 2006, Catechin
Derivatives in Jatropha macrantha Stems: Characterization and LC/ESI/MS/MS
Quali- Quantitative Analysis, J. Pharm. and Biomed. Anal., 40, 639-647.

Borbaldan A.M.A., Zorro L., Guillén D.A. ve Barroso C.G., 2003, Study of Polyphenol
Content of Red and White Grape Varieties by Liquid Chromatography- Mass
Spectrometry and Its Relationship To Antioxidant Power, J. Chromatogr. A, 1012,
31-38.

Bovanova L. ve Brandsteterova E., 2000, Direct analysis of food samples by high-
performance liquid chromatography J. Chromatogr. A, 880, 149-168.

Bravo M.N,, Silva S., Coelho A.V., Boas L.V. ve Bronze M.R., 2006, Analysis of Phenolic
Compounds in Muscatel Wines Produced in Portugal, Analytica Chim. Acta, 563, 84-
92.

Bravo, L., 1998, Polyphenol chemistry, dietary sources, metabolism and nutritional
significance, Nutr. Rev., 56, 317-333.

Calis 1., Kuruiizim A., Demirezer L.O., Sticher O., Ganci W. ve Ruedi P., 1999,
Phenylvaleric Acid and Flavonoid Glycosides from Polygonum salicifolium, J Nat
Prod., 62, 1101-1105.

Cantos E., Espin J.C. ve Tomas Barberan F.A., 2002, Varietal Differences among the
Polyphenol Profiles of Seven Table Grape Cultivars Studied by LC-DAD-MS-MS, J.
Agric and Food Chem., 50, 5691-5696.

Carini M., Aldini G., Furlanetto S., Stefani R. ve Facino R.M., 2001, LC Coupled to Ion-
Trap MS for the Rapid Screening and Detection of Polyphenol Antioxidants from
Helichrysum stoechas, J. Pharm. and Biomed. Anal., 24, 517-526.

Chang L.C., Kinghorn A.D. ve C. Tringali, 2001, Bioactive Compounds from Natural
Sources, Taylor & Francis, London, 159.



76

Chen L. H., Boissonneault G. A. ve Glauert H. P., 1988, Vitamin C, Vitamin E and Cancer
(Review), Anticancer Res., 8, 739-748.

Chilla C., Guillén D.A., Barroso C.G. ve Pérez-Bustamante J.A., 1996, Automated on-line
solid-phase  extraction-high-performance liquid chromatography-diode array
detection of phenolic compounds in sherry wine, J. Chromatogr. A, 750, 209-214.

Cuendet M., Hostettmann ve Potterat O., 1997, Iridoid Glucosides with Free Radical
Scavenging Properties from Fagraea blumei, Helv. Chim. Akta, 80, 1144-1152.

Cuyckens F. ve Claeys M., 2004, Mass Spectrometry in the Structural Analysis of
Flavonoids, J. Mass Spectrom., 39, 1-15.

Datta B.K., Datta S.K. ve Sarker S.D., 2000, Quercetin 3-O-(6"-galloyl)-B-D-galactoside
from Polygonum viscosum (Polygonaceae), Biochem. Systematics and Ecology, 28,
805-807.

Demirezer L.O., Branse-Passek B. ve Rauwald H.W., 2000, Flavonoids from Polygonum
bistorta ssp. carneum, Hacettepe University, J. Faculty of Farmacy, 20, 29-36.

Diindar Y. ve Aslan R., 2000, Hekimlikte oksidatif stres ve antioksidanlar, I. Basim, Afyon
Kocatepe Universitesi, Afyon.

Edge R., Mc Garvey D. J.ve Truscott, T. G., 1997, The carotenoids as antioxidants-a
review, J. Photoch. Photobio., 41, 189-200.

Erel O., 2004, A novel automated method to measure total antioxidant response against
free radical reactions, Clin. Biochem., 37, 112-119.

Erko¢ S., Erko¢ F. ve Keskin N., 2003, Theoretical Investigation of Quercetin and Its
Radical Isomers, J. Mol. Struct. (Theochem), 631, 141-146.

Fabre N., Rustan I. ve Hoffmann D.E., Quetin-Leclercq J., 2001, Determination of
Flavone, Flavonol, and Flavanone Aglycones by Negative Ion Liquid
Chromatography Electrospray Ion Trap Mass Spectrometry, J. Am. Soc. Mass
Spectrom.,12, 707-715.

Fang Z., Zhang M. ve Wang L., 2007, HPLC-DAD-ESI-MS Analysis of Phenolic
Compounds in Bayberries (Myrica rubra Sieb.et Zucc.), Food Chem., 100, 845-852.

Fridovich 1., 1975, Superoxide Dismutases, Annu. Rev. Biochem., 44, 147-159.

Goldberg D.M., Tsang E., Karumanchiri A., Diamandis E.P., Soleas G. ve Ng E., 1996,
Method to Assay the Concentrations of Phenolic Constituents of Biological Interest
in Wines, Anal. Chem., 68, 1688-1694.

Hékkinen S. ve Auriola S., 1998, High-Performance Liquid Chromatography with
Electrospray lonization Mass Spectrometry and Diode Array Ultraviolet Detection in
the Identification of Flavonol Aglycones and Glycosides in Berries, J. Chromarogr.
A, 829, 91-100.




71

Halliwell B., Gutteridge J. M. ve Cross E. C., 1992, Free radical, antioxidants, and human
disease: Where are we now?, J. Lab. Clin. Med., 119, 598-620.

Heijnen C. G. M., Haenen G. R. M. M., Wiseman S. A., Tijburg L. B. M. ve Bast A. 2000,
The interaction of tea flavonoids with the NO-system: Discrimination between good
and bad NO, Food Chem., 70, 365-370.

Hsu C-Y., 2006, Antioxidant Activity of Extract from Polygonum aviculare L., Biol. Res.
39, 281-288.

Hwattum E. ve Ekeberg D., 2003, Study of Collision-Induced Radical Cleavage of
Flavonoid Glycosides Using Negative Electrospray lonization Tandem Quadrupole
Mass Spectrometry, J. Mass Spectrom., 38, 43-49.

Jaffé H.H. ve Orchin M., 1964, Theory and Applications of Ultraviolet Spectroscopy, John
Wiley and Sons, New York.

Kondo, H., Takahashi, M. ve Niki, E., 1997, Peroxynitrite-induced hemolysis of human
erythrocytes and its inhibition by antioxidants, FEBS Letters, 413, 236-238.

Lindsay S., 1987, High Performance Liquid Chromatography (Analytical Chemistry by
Open Learning), Wiley, New York.

Cuendet M., Hostettmann K. ve Potterat O., 1997, Helv. Chim. Acta 80, 1144-1152.

Malovana S., Garcia Montelongo F.J., Pérez J.P. ve Rodriguez-Delgado M.A., 2001,
Optimisation of sample preparation for the determination of trans-resveratrol and

other polyphenolic compounds in wines by high performance liquid chromatography,
Anal. Chem. Acta, 428, 245-253.

Matés J. M., Pérés-Gomez C. ve de Castro I. N., 1999, Antioxidant enzymes and human
diseases, Clin. Biochem., 32, 595-603.

Meister A. ve Anderson M. E., 1983, Glutathion, Annu. Rev. Biochem., 52, 711-60.

Mendes E., Proenca E.B., Ferraira I.M.P.L.V.O. ve Ferraira M.A., 1998, Quality
Evaluation of Portuguese Honey, Carbohydr. Polym., 37, 219-223.

Ohkawa H., Ohishi N. ve Yagi K., 1979, Assay for Lipid Peroxides in Animal Tissues by
Thiobarbuturic Acid Reaction, Anal. Biochem., 95, 351-358.

Oyaizu, M., 1986, Studies on product of browning reaction prepared from glucose amine,
Jap. J. Nutr., 44, 307-315.

Peng Z.F., Strackb D., Baumertb A., Subramaniama R., Goha N.K., Chia T.F., Tana S.N.
ve Chia L.S., 2003, Antioxidant flavonoids from leaves of Polygonum hydropiper L.,
Phytochemistry, 62, 219-228.

Pietta P.G., 2000, Flavonoids as Antioxidants, J. Nat. Prod., 63, 1035-1042.



78

Prasain J.K., Wang C-C. ve Barnes S., 2004, Mass Spectrometric Methods for the
Determination of Flavonoids in Biological Samples, Free Rad. Bio. Med., 37, 1324-
1350.

Rice-Evans C. A., Miller N. J. ve Paganga G., 1997, Antioxidant properties of phenolic
compounds, Trends Plant Sci., 2, 152-159.

Rise-Evans C. ve Packer L., 1998, Flavonoids in Health and Disease, Marcel-Dekker, New
York.

Ségesser M. ve Deinzer M., 1996, HPLC-lon Spray —Tandem Mass Spectrometry of
Flavonol Glycosides in Hops, J. Am. Soc. Brew. Chem., 54, 129-134.

Sandra P., 2004, Advanced Separation Science, Ghent University, Belgium.

Sies, H., 1991, Oxidative stress from basic research to clinical application, Am. J. Med., 9,
31-37.

Silva B.A., Ferreres F., Malva J.O. ve Dias A.C.P., 2005, Phytochemical and Antioxidant
Characterization of Hypericum perforatum Alcoholic Extracts, Food Chem., 90, 157-
167.

Skoog D.A., James Holler F. ve Nieman T.A., 1998, Principles of Instrumental Analysis,
Fifth Edition, Kili¢ E., Koseoglu F. ve Yilmaz H., Saunders College Publishing, US,
Bilim Yayincilik, Ankara.

Slinkard K. ve Singleton V. L., 1977, Total Phenol Analysis: Automation and Comparison
with Manuel Methods, Am. J. Enol. Viticult., 28, 49-55.

Smolarz H.D., 2002, Flavonoids from Polygonum lapathifolium ssp. tomentosum,
Formerly International J. Pharmacognosy, 40, 390-394.

Smolarz H.D., Surdacka A. ve Rolinski J., 2003, Influence of Ethyl Acetate Extract and
Quercetin-3-methyl ether from Polygonum amphibium on Activation Lymphocytes
from Peripheral Blood of Healthy Donor in vitro, Phytother. Res., 17, 744-747.

Storz G. and Imlayt J.A., 1999, Oxidative stress, Curr. Opin. Microbiol., 2, 188-194.

Suschetet M., Siess M.-H. ve Le Bon A.-M., 1998, Canivenc Lavier, M.-C., in : INRA
(Ed.), Polyphenols 96, Les Colloques, Paris, 166-204.

URL-1, www.anzerbali.com, 2006.

URL-2, http://en.wikipedia.org, 2006.

URL-3, http://www.chem.vt.edu/chem-ed/sep/gc/ge.html, 2006.
URL-4, www.waters.com, 2006.

URL-5, http://hplc.chem.shu.edu, 2006.

URL-6, http://www.chromatography-online.org, 2006.



79

URL-7, http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html, 2006.
URL-8, http://permaculture.info/cgi-bin/eden?plant=5062, 2006.

US EPA, 1984, Definition and Procedure for the Method Detection Limit-Revision 1.11,
40 CFR Part 136, Appendix B, EPA.

Winston G. W. 1991, Oxidant and Antioxidants, in Aquatic Animals, Comp. Biochem.
Phys., 100, 173-176.

Wollgast J. ve Anklam E., 2000, Rewiew on Polyphenols in Theobroma cacao: Changes in
Composition During the Manufacture of Chocolate and Methodology for
Identification and Quantification, Food Res. Int., 33, 423-347.

Wu Q., Wang M. ve Simon J.E., 2004, Analytical Methods to Determine Phytoestrogenic
Compounds, J. Chromatogr. B, 812, 325-355.

Zywicki B., Reemtsma T. ve Jekel M., 2002, Analysis of Commercial Vegetable Tanning
Agents by Reversed-Phase Liquid Chromatography- Electrospray Ionization-
Tandem Mass Spectrometry and Its Application to Wastewater, J. Chromarogr. A,
970, 191-200.




OZGECMIS

1978 yilinda Rize’de dogdu. 1995 yilinda Rize Lisesi’nden mezun oldu. 1996
yilinda KTU Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii'ne girdi. 2001 yilinda bu béliimden
Kimyager iinvaniyla mezun oldu. 2001 yilinda Rize Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Kimya boliimii Analitik Kimya Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak gdreve bagladi, halen
de bu goreve devam etmektedir. 2003 yilinda KTU, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya

Anabilim Dali'nda Yiiksek Lisans Programi’na basladi. Yabanci dili Ingilizce’dir.



