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ONSOZ
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OZET

Bu c¢aligmada kapsaminda Scrophulariaceae familyasindan Digitalis’ in (Tiirkge:
Yiksiik otu) Tirkiye’ye endemik davisiana, cariensis, trojana ve lamarckii tiirleri ve
endemik olmayan ferruginea tiiriiniin ferruginea ve schischkinii alt tiirlerinin farkli aylarda
toplanan yapraklarindaki fenolik bilesikleri, optimize edilen kosullarda ekstre edilerek
HPLC-UV ile belirlenmistir. Ekstraksiyon optimizasyonu icin ¢ farkli prosediir
uygulanmistir; dogrudan ekstraksiyon, hidrolizli ekstraksiyon ve pH=2" de ekstraksiyon.
HPLC-UV yontemi ile tanimlanamayan fenoliklerin HPLC-MS ile karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Toplam fenolik madde igerikleri spektrofotometrik olarak gallik asit ve
katesin cinsinden tayin edilmis ve sonuclar kromatografik sonuglarla karsilastirilmistir.
Fenolik bilesiklerin analiz sonuglar1 tiirlere, toplanma yeri ve zamanma gore
karsilastirilmistir.  Ayrica kalp ilaglarinda etkin madde olarak kullanilan Kkardiyak
glikozitleri bu tiirlerden Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin yaprak, cicek ve
petiyollerinde HPLC-DAD ile belirlenmis, bu tiiriin doku kiiltiirleri de yapilarak fenolik
icerikleri belirlenmistir.

HPLC-UV analizleri kafeik, ferulik, ve p-kumarik asit agisindan tiirlerin zengin
olduklarin1 gostermistir. HPLC-MS analizleri ile baslica apigenin, kamferid, luteolin,
fisetin ve ramnazin flavonoidleri ve bunlarin diheksoz, heksoz, glukuronit, asetil glikozit
ve deoksiheksoz bagli tiirevleri karakterize edilmistir. Digitalis ferruginea ssp.
schischkinii’ de lanatosit C, digoksin ve digitoksin kardiyak glikozitleri en bol olarak
yaprak kisminda sirasiyla 86,14; 20,8; ve 15,43 mg/L bulunmustur. Toplam fenolik
bilesikler dogrudan metanol ekstraktlarinda en yiiksek Digitalis davisiana Eyliil ayi
orneginde (34,105 mg GAE/g numune) iken hidroliz edilen 6rneklerde Digitalis cariensis
Eylil ay1 6rneginde (35,010 mg GAE/g numune) ve pH=2 ekstraktlarinda Digitalis
ferruginea ssp. schischkinii’ nin Eylil ay1 o6rneginde (7,198 mg GAE/g numune)

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Digitalis ferruginea ssp. schischkinii, fenolik bilesikler, kardiyak
glikozitleri, HPLC-UV, HPLC-UV-MS
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SUMMARY

Determination of Cardiac Glycosides and Phenolic Compunds In The Extract of
Digitalis ferruginea ssp. schischkinii and Some Endemic Species of Digitalis By
Chromatographic Methods

In this study, davisiana, cariensis, trojana ve lamarckii species of Digitalis from
Scrophulariaceae family which are endemic in Turkey, (Turkish: Yiiksiikk otu) and two
subspecies of ferruginea (ferruginea and schischkinii) were investigated for their phenolic
compunds of their leaves, collected at different seasons. The compounds were extracted in
optimized conditions and analyzed by HPLC-UV. Three different procedure were carried
out for optimization of the extraction; direct metanol, hydrolyzed and at pH=2 extraction.
The phenolics could not be determined by HPLC-UV were characterized by HPLC-MS.
Total phenolic constituents were determined using a spectrophotometric method assaying
as gallic acid and catechin equivalent and the results were compared with chromatographic
results. The analysis results of phenolic compouds were compared according to species,
location and collection period of the plant. The cardiac glycosides were determined in the
leaves, flowers and petiole of Digitalis ferruginea ssp. schischkinii by HPLC-DAD.

Digitalis species were found quite rich for caffeic, ferulic and p-coumaric acids by
HPLC-UV analysis. Apigenin, kaempferid, luteolin, fisetin, rhamnazin and their dihexose,
hexose, glucuronide, acetyl glycoside and deoxyhexose attached derivatives were mainly
characterized by HPLC-MS. Lanatoside C, digoxine and digitoxine were found major
cardiac glycosides in the leaves of Digitalis ferruginea ssp. schischkinii, 86,14; 20,8; and
15,43 mg/L respectively by HPLC-DAD analysis. Total phenolic constituent of Digitalis
davisiana (September) (34,105 mg GAE/g sample) in metanolic extracts, Digitalis
cariensis (September) (35,010 mg GAE/g sample) in the hydrolyzed extracts and Digitalis
ferruginea ssp. schischkinii (September) were the highest (7,198 mg GAE/g sample) in the
pH=2 extracts.

Key Words: Digitalis ferruginea ssp. schischkinii, phenolic compounds, cardiac
glycosides, HPLC-UV, HPLC-UV-MS
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1. GENEL BILGILER

1.1. Bitkisel Biyoaktif Bilesikler

Dogal bilesiklerin bir kismu bitkiler tarafindan ikincil metabolizma iirtinleri olarak
sentezlenen molekiiller olup, sinyal (haberci) olarak ve mikroorganizma, insektisit, herbisit
ve serbest radikallere karst koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle (karbohidratlar,
proteinler ve yaglarin sentezinden sonra) bunlar "ikincil bitki {riinleri" veya
"fitokimyasallar" diye adlandirilirlar. Bitkiler smirsiz aromatik ve alifatik madde
sentezleyebilme kabiliyetine sahip olup bunlarin ¢ogu fenolik bilesikler veya bunlarin

oksijen ile substituye olmus halleridir (Cordell vd., 2007).

1.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler alt1 {iyeli aromatik halkaya (benzen) direkt bagli bir hidroksil grubu
(-OH) igeren aromatik bilesiklerdir. Fenoller pek ¢ok bakimdan karbon zincirine bagh
hidroksil grubu igeren alifatik yapilarin alkollerine benzerler ancak aromatik halkanin
varligindan da etkilenirler. Aromatik halkaya bagli fenolik hidroksillerin hidrojeninin
kararsiz olmast ve bu yiizden hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli
olmalarindan dolay1 zayif asidiktirler. Fenolik yapidan hidrojenin kopmasiyla ve olusan
fenolat anyonunun (CgHs0O") sudaki ¢oziiniirliigii hayli yiiksektir (Vermerris ve Nicholson,
2006). Fenolik bilesikler bitkilerin temel bilesenlerindendir ve bitkilerin ve onlardan
tiiretilen Grtinlerinin besinsel ve organoleptik 6zelliklerinde 6nemli rol oynarlar (Fabre vd.,
2001; Borbalan vd., 2003; Fang vd., 2007). Bu bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi
bitkiye koku ve tat verirken bazilar1 kinonlar ve tanenler gibi bitki pigmentlerini
olustururlar. Pek ¢ok bilesik, bitkinin tadindan sorumlu olup bunlardan bazilar1 gida ve

bazilar1 ise tibbi amaclar i¢in kullanilmaktadir.

1.1.1.1. Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar1 ve Simflandirilmasi

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup

bitki aleminde 6000'den daha fazla fenolik yapinin varligi bilinmektedir (Bravo, 1998).



Polifenoller, bitkilerde ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum, cicek, kok ve gdvde
kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir. (Wollgast ve Anklam, 2000). Fenolik
bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki grupta toplanabilir.

Fenolik asitler yaygin olarak bitki tag kisminda bulunur ve antioksidan karaktere
sahiptir. Fenolik asitler Tablo 1’ de gosterildigi gibi benzoik asit ya da sinnamik asidin
hidroksillenmis tiirevleridirler. Ozellikle kafeik asit ile onun esteri olan klorojenik asit ve
ferulik asit gibi sinnamik asit tlirevleri ¢ok yaygindir. Klorojenik asit pek ¢ok ¢esit meyve,

sebze ve kahvede bulunmaktadir (Spacil vd., 2008).

Tablo 1. Bazi fenolik asitlerin yapisal tipleri

Fenolik
Bilesik Genel yapilari Adlart Ry R, R
tipleri
Gallik asit OH OH OH
0. OH
Protokatekuik
. OH OH H
asit
Benzoik _
p-OH Benzoik
tip i H OH H
asit
R Ry
Vanilik asit OCHgs3 OH H
Ry
Siringik asit OCHgs3 OH OCHgs3
Adlar1 R]_ Rz R3 R4 R5
Sinnamik asit H H H H H
p-Kumarik
R . H H H OH H
N asit
0 -
Sinnamik | o-Kumarik H oH H H H
: RL| asit
tip R Ry
4 | kuinik
R Klorojenik asit ) H OH OH H
3 asit
Kafeik asit H H OH OH H
Ferulik asit H H OCH; | OH H
Sinapik asit H H OCH; | OH OCH;




Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asit, meyvelerde dagilim gosteren
en yaygin hidroksisinnamik asitlerdir (Macheix vd., 1990). Genellikle ¢esitli konjuge
formlarinda bulunan hidroksisinnamik asitlerin serbest formlari, kimyasal yada enzimatik
hidroliz tirtinleridir. Konjuge formlar1 seker tlirevlerinin yanisira kuinik, sikimik ve tartarik
asit gibi hidroksiasitlerin esterleridir (Schuster ve Herrmann, 1985).

Flavonoidler ¢esitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin en yaygin
gruplar1 arasinda olan fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik
Ozelliklerden sorumlu olduklar1 i¢in, bu tiir iiriinlerin kalitesiyle yakindan ilgilidirler ve
analizleri biiyiikk 6nem tasimaktadir (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003).

Ayrica son yilarda pek cok arastirma calismalari polifenoller bakimindan zengin
besinlerin tiiketimiyle onlarin antioksidan 6zellikleri sayesinde kardiovaskiiler hastaliklar,
belli kanser tipleri ve diger yaslanmayla ilgili hastaliklardan korunmayi
iliskilendirmislerdir (Rise-Evans ve Packer,1998; Fabre vd., 2001; Chang ve Kinghorn,
2001; Borbalan vd., 2003). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma kapasiteleri
genellikle molekiil yapilarina baghdir. Hidroksil gruplarinin pozisyonu ve sayist kadar
flavonoidlerin kimyasal yapilarindaki diger ozellikler de antioksidan ve serbest radikal
temizleme aktiviteleri icin onemlidir (Suschetet vd., 1998). Ornegin kuersetin diyetlerde en
bol bulunan flavonol olup serbest radikal temizleme aktivitesi agisindan tiim temel yapisal
ozelliklere sahip oldugu i¢in potansiyel bir antioksidandir (Pietta, 2000; Erkog v.d., 2003).
Flavonoidler insan viicudu tarafindan iiretilemezler ve bundan dolay1 da giinliik diyetler ile
disaridan alinmalidirlar.

Flavonoidler biiyiik diizlemsel molekiillerdir ve yapilarinin ¢esitliligi hidroksilasyon,
metoksilasyon veya glikozilasyon gibi siibstitiisyon modellerinden kaynaklanir. Flavonoid
aglikonlar C—4 de bir karbonil grubu, C-3 de bir hidroksil grubu ve C-2 ve C-3 arasinda
doymus bir tekli bagin bulundugu ve bulunmadig:i hallerinin kombinasyonlarina bagl
olarak flavon, flavonol, flavanon ve flavanol tipleri iginde alt gruplara ayrilirlar (Sekil 1).
Izoflavonoidler C halkasmin 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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Sekil 1. Flavonoid tiirleri i¢in temsili bilesikler

Bazen aglikonlar1 halinde mevcut olmalarina ragmen flavonoidler genellikle onlarin
sudaki ¢oziinlirliiglinii artiran ve inaktif formda depolanmalarina miisaade eden glikozit
formlarinda bulunurlar ve O- ve C- olmak {izere iki glikozidik bag tipi vardir (Cuyckens ve
Claeys, 2004). C-Glikozilasyon bolgesi aglikonun C—6 veya C—8 pozisyonuyla sinirliyken,
O-glikozilasyon bolgesi genelde aglikonun fenolik hidroksil grubunda bulunur (Sekil 2)
(Becchi ve Fraisse, 1989). Aglikonlarin bir ya da daha fazla hidroksil gruplar asit-kararsiz
glukozidik O-C bagiyla olusan bir sekere baghdirlar. Flavonoidlerde genellikle
glikozillenen belli hidroksil gruplar1 vardir. Bunlar flavonlar, flavanonlar ve izoflavonlarda
7-hidroksil grubu ve flavonoller ve flavanollerde 3- ve 7-hidroksil gruplaridir (Sekil 2). 5-
hidroksil grubu C—4 de bitisik karbonil grubuyla hidrojen bagmna katildig1 i¢in C—4 de
karbonil gruplu bilesikler i¢in 5-O-glikozitler nadirdir (Prasain vd., 2004).
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Sekil 2. Apigenin-7-O-$-glikozit (Apigetrin)’in yapis1 (flavon tip)

1.1.1.2. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin izolasyonunda ayrilmak istenen gruplara bagli olarak pek ¢ok farkl
yontem uygulanmaktadir. Bitkilerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu, matriks etkisinin
yanisira; bitkinin kimyasal dogasi, partikiil boyutu, saklanma kosul ve siiresi ve ekstraksiyon
yonteminin igleyisinden etkilenir.

Fenolik bilesiklerin ¢oziiniirligi kullanilan ¢oziiciiniin  polaritesine baglidir.
Genellikle %60-80 (v/v) oraninda sulandirilmis aseton, etanol, etil asetat veya metanol
¢ozelti karigimlart kullanilir. Uygun bir ekstraksiyon sistemi ile birlikte kullanildiginda bu
¢ozelti sistemleri bitki hiicre duvarini pargalar. Sulu metanol ¢ozeltileri 6zellikle fenolik
asitler ve flavonoidlerin meyve ve sebzelerden ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Ciinkii
bu bilesikler metanol ¢ozeltileri i¢inde oldukca kararlidir. Ornegin, flavon ve flavonollerin
metanol iginde + 4 T’ de ii¢ aydan daha fazla kararli kalabildigi rapor edilmistir (Hertog
vd., 1992; Hakkinen, 2000).

Fenolik maddelerin bitkisel materyallerden ekstraksiyonunda ultrason destekli,
mikrodalga destekli, siiperkritik ve hizlandirilmis ekstraksiyon sistemleri gibi yeni
teknikler olduk¢a hizli ve etkilidir. Bu tekniklerde yiiksek basing ve/veya yliksek
sicakliklarda ¢aligma imkaninin olmasi ekstraksiyon siiresini biiylik oranda azaltmaktadir
(Pérez-Serradilla vd., 2007). Son zamanlarda olduk¢a yaygin kullanilan ultrasonikatorlerde
hizli ve verimli ekstraksiyon yapilabilmektedir (Herrera ve Luque de Castro, 2005).
Ultrason etkisiyle bitkinin hiicre duvarlar1 hasar gorerek doku i¢indeki ekstrakte edilebilir
bilesenlerin ortaya ¢ikmasi kolaylasmaktadir. Boylece ¢oziicii fazina bu maddelerin kiitle

transferi ile aktarimi artmaktadir (Tavman vd., 2009).



Bitkilerden elde edilen fenolik ekstraktlar ¢6ziicli sistemde ¢6ziinebilen farkli fenolik
bilesiklerin bir karisimidir. Bu nedenle istenmeyen fenoliklerin ve vaks, yaglar ve terpenler
gibi fenolik olmayan gruplarin uzaklastirilmasi i¢in ekstraksiyonda ilave asamalar gereklidir
(Naczk ve Shahidi, 2004). Pek ¢ok fenolik bilesik dogal olarak glikozitleri veya esterleri
seklinde bulunduklarindan numune hazirlama kisminda alkali, asidik veya enzimatik hidroliz
islemi serbest fenoliklerin izole edilebilmesi i¢in gereklidir. Aksi takdirde kantitatif analiz igin
cok sayida farkli glikozit veya ester formlarinda bulunabilecek fenolik bilesik standartlarinin
temin edilmesi oldukga giictiir (Hakkinen, 2000; Nuutila vd., 2002). Hidroliz ayn1 zamanda
kromatografik analizlerde, kromatogramlardaki girisimlerin de minimize edilmesini saglar.

Hidroliz islemi esas olarak su ile bir kimyasal bagin pargalanmasidir. Bu pargalanma
sirasinda parcalanan kisimlardan birine H', digerine ise OH™ grubu baglanir. Hidroliz
isleminin gergeklesmesi icin molekiiliin bir sekilde suyun igine ge¢mesi gerekmektedir.
Bunun i¢in ¢esitli katalizorlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Enzimatik katalizlerin yani sira
kuvvetli asit ya da bazlarin ortama eklenmesi ile hidrolizin katalizlenmesi olduk¢a yaygin
olarak uygulanmaktadir. Asidik ve bazik katalizler sayesinde ¢esitli seker gruplar ile
glikozidik bag kuran flavonoidlerin aglikonlarina doniismeleri saglanabilmektedir. Ayrica
kararsiz yapidaki dimerik polifenoller ve glikozidik fenolik asitlerin de aglikonlarina
doniismeleri miimkiindiir. Bdylece analizleri gilic olan karmasik yapidaki polifenoller
cekirdek yapilarina doniistiiriilerek kolaylikla tanimlanabilmektedirler. Glikozitlerin asit-
baz hidroliz orani onlarin asit-baz kuvvetine, bilesigin dogasina ve fenolik bilesik
cekirdegine baglanma pozisyonuna gore degisir. Cesitli glikozitlerin hidroliz kosullar
birbirinden farkli olup her bilesik icin 6zel hidroliz kosullar1 gereklidir. Ornegin hidrolize
kars1 dayaniklilik glukuronit> glikozit> galaktozit> ramnozit sirasiyla azalir. Diger yonden
seker grubunun flavonoid ¢ekirdegine baglanma pozisyonuna bagl olarak hidrolize karsi
dayaniklilik 7-O-glikozit< 4'-O-glikozit< 3-O-glikozit sirasiyla artar. Flavonoid C
glikozitler O glikozitlerin hidrolizlenme kosullarinda hidrolizlenmezler. Farkli glikozid
baglariin asidik hidroliz kosullarinda dayanikliligina gére molekiilde bulunan glikozit
baglarinin secici hidrolizlenmesini saglamak miimkiindiir. Soyle ki, asidik hidrolizin
optimal kosullarini belirleyerek, yapida degisik pozisyonlarda bulunan iki seker grubunun
birini hidrolizleyip, digerini ise korumak olasidir. Bu ise glikozit yapisinda bulunan
sekerlerin aglikona balanma pozisyonunun tayinine yardimci olur (Robards ve Antolovich,
1997; Bilaloglu ve Harmandar, 1999).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Su

Fenolik bilesiklerin ektraksiyonunda ilave edilebilecek diger énemli bir asama da
secimli ektraksiyondur. Sec¢imli ekstraksiyon fenolik bilesiklerin alikonabilecekleri aktif
gruplar igeren kat1 faz kartuslar1 kullanilarak yapilabilecegi gibi fenolik bilesikleri farkli
bir faza kuvvetli sekilde ¢ekebilecek ¢oziicii sistemleri ile de yapilabilmektedir. Bu sekilde
stv1 ortamdan bir ¢oziicli vasitast ile istenen bilesiklerin ekstrakte edilmesi olayina sivi-sivi
ekstraksiyonu denmektedir. Fenolik bilesiklerin bitki matrisinden ekstraksiyonunda en
yaygin olarak etil asetat ve dietil eter kullanilir (Kader vd., 1996; Endale vd., 2005; Kim
vd., 2006). Dietil ecter ve etil asetatin ckstraksiyonu da bilesiklerin tiiriine gore
degismektedir. Ornegin; Fernandez de Simoén ve arkadaslariin (1990) fenoliklerin etkin
ekstraksiyonu {izerine yaptiklart bir calismada p-kumarik asitin dietil eter ile geri
kazaniminin etil asetata gore daha yiliksek oldugu belirtilirken diger fenolik asitler ve
flavonoidler i¢in etil asetatin geri kazanimi daha yiiksek bulunmustur. Bu organik
¢oziiclilerin ardisik olarak birlikte kullanimi sayesinde fenolik asitler ve flavonoidlerin

birlikte ekstraksiyonu miimkiindiir.

1.1.2. Kardiyak Glikozitleri

Kardiyak glikozitleri geleneksel olarak kalp yetmezligi ve kardiyak aritmileri olan
hastalarda kalp kasilma giiclinii artirmada kullanilan ve steroid ilaglarin bir sinifi olan
sekonder metabolitlerdir (Abarquez, 2001). Kardiyak glikozitlerinin yapisinda bulunan ve
molekiillerinde en az bir ¢ifte bag igeren aglikonlara kardenolidler denir. Kardenolidler 23
C’lu C-10 ve C-13’de metil gruplari ve C-17’de 5 iiyeli y-lakton (butenolit) halkasina sahip
steroidlerdir. Steroidler, birbiriyle kaynasmis dort halkadan olusan karbon iskeletli 10,13-
dimetilsiklopentanoperhidrofenantren halka sisteminde lipitlerdir. Farkli steroidler bu
halkalara bagli olan fonksiyonel gruplar bakimindan birbirlerinden ayrilirlar.
Kardenolidler, kardadienolid ve Kardatrianolidleri igerirler. Tarih boyunca kardiyak
glikozitleri iceren bitkiler veya onlarin ekstraktlar1 ok ucu zehiri, kusturucu ve idrar
soktiiriicii ilag olarak kullanilmiglardir (Kinne-Saffran ve Kinne, 2002).

Digitalis kardiyak glikozitleri basit bir steroid genin iskeletine sahiptirler;
digitoksigenin (Seri A), gitoksigenin (Seri B) veya digoksigenin (Seri C) (Roca-Pérez vd.,
2004). Glikozidik ve glikozidik olmayan olarak iki ¢esit kardiyak glikozitleri mevcuttur.
Bazi kardiyak glikozitleri; digitoksin, asetildigitoksinler, digitoksigenin, digoksin,
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asetildigoksin, digoksigenin, medigoksin, strofantin, simarin, ouabain ve strofantidin

olarak sayilabilir.
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Sekil 3. Digitoksinin molekiil yapisi

1.2. Bitki Bilesenlerinin Analizinde Kullanilan Yontemler
1.2.1. Kromatografik Yontemlerle Bitki Bilesenlerinin Analizi

Kromatografi diger yontemler tarafindan ayrilmalari ¢gogunlukla miimkiin olmayan
pek ¢ok karmasik karigimlardaki benzer bilesenlerinin ayrilmalarina izin veren gesitli ve
onemli yontemler grubudur. Tim kromatografik ayirmalarda numune bir gaz, sivi ya da
stiperkritik akiskan olabilen hareketli bir fazda ¢oziiliir. Ardindan bu hareketli faz uygun
bir sabit faz boyunca gegirilir. Bu iki faz 6yle 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 ayri1 bantlar iginde ayrilirlar (Skoog vd., 1998).
Kromatografi hareketli fazin 6zelliklerine bagli olarak baglica ii¢ forma ayrilabilir:

e Gaz kromatografisi (GC)

e S1ivi kromatografisi (LC)

eSiiperkritik akiskan kromatografisi (SFC)

Kromatografik islemler asagidakilere gore siniflandirilabilirler:

¢ Adsorpsiyon kromatografisi
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e Dagilma (paylasim) kromatografisi

e [yon-degisim kromatografisi

¢ Boyut eleme kromatografisi

Sivi kromatografide tiim bu dort form uygulanabilir. Bilesenlerin uguculugunun
gerekli olusunun bir sonucu olarak gaz kromatografisinde yalnizca adsorpsiyon

kromatografisi ve dagilma kromatografisi uygulanabilir (Sandra, 2004).

1.2.1.1. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek-performansh sivi kromatografisi (HPLC) o6zellikle biyolojik, farmakolojik,
besinsel, c¢evresel ve endiistriyel v.b. numunelerde organik ve anorganik bilesiklerin
ayrilma ve belirlenmesi i¢in uygulanan analitik bir tekniktir. Numunelerdeki bilesikler sivi
hareketli faz ve sabit faz arasinda dagilim davranislarindaki farkliliklardan dolay1 kolon
boyunca farkli hizlarda gocerler.

HPLC cihazlar1 bir hareketli faz deposu, bir pompa, bir enjektor, bir ayirma kolonu
(se¢imli 6n-kolon), bir kolon 1siticisi, bir dedektdr ve bir integratdr veya bilgisayarl dijital
sinyal alicis1 igerirler.

Tipik bir HPLC c¢alismasi tek bir ¢oziicii veya karistirilan iki veya daha fazla
¢Oziiciiniin kolon boyunca belli bir akis hizinda ge¢mesini igerir. Coziiciilerin degisikligi
ve ilaveler ayirmanin segiciligini optimize etmek i¢in kullanilir. Coziiclilerin bulundugu
hareketli faz depolar1 kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere
neden olan ¢6ziinmiis gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla
donatilmigtir (Skoog vd., 1998). Pompa yiiksek basingta sabit akigi saglar ve ayirma
esnasinda ¢oziiciilerin ¢esitli oranlarda karistirilmasina programlanabilir. Akis hiz1 kolonun
i¢ ¢apima baglhdir; kolonda kiigiik i¢ ¢ap1 kiiciik akis hiz1 gerektirir. Analitik HPLC i¢in
tipik olarak 0,5-5 ml/dk akis hiz1 400 bar’a kadar ¢alisan pompalar tarafindan tiretilebilir.

Genellikle modern HPLC i¢in en faydali ve yaygin kullanilan 6rnek verme diizenegi
bir enjeksiyon valfi ile saglanir. Bu valfler akis onemli derecede bozulmadan basingli
ozellikle 400 bar’ a kadar %0.2° den daha az hata ile numune hacminin (60 nL’den birkag
mililitrelere kadar) genis bir aralikta operatér bagimsiz olarak dagitimina olanak saglar

(Skoog vd., 1999).
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HPLC ile ayirmalar farkli operasyon tipleri kullanilarak bagarilir. 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
fazlarinin bagil polarligina dayali olarak iki temel forma ayrilabilir (Skoog, 1998). Normal
faz (NP) durumunda, sabit faz hareketli fazdan daha polardir ve en apolar analitler ilk elue
edilirler. Analit tutunmas1 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 arttikca azalir. Yaklasik olarak HPLC
analizlerinin yiizde sekseni RP tipinde gerceklestirilir.

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

HPLC kolonlar (genelde 3-5 um) dar bir boyut dagilimina sahip kii¢iik partikiillerden
olusur ki bunlar apolar fonksiyonel gruplarin kullanimiyla modifiye edilirler. Mikro
partikiillii materyaller i¢cin yiliksek basin¢l hareketli faz gerektirir. Kolonlar laboratuarda
hazirlanabilir fakat cogu analizci ticari olarak satilan hazir kolonlar kullanir. Analitik
kolonun bozulmalardan korunmasi i¢in bir koruyucu kolon, kolon ile enjeksiyon aletinin
arasina kurulur.

Farkli boyutlardan kolonlar kullanilabilmesine ragmen, gilinlimiizde 100-250 mm
boyunda, 3-5 mm i¢ ¢apli 5 um sabit faz materyaliyle paketlenmis kolonlar makul bir
analiz siiresinde yeterli ayirimi saglamaktadir.

Son otuz yilda farkli 6l¢iim ilkelerine dayanan pek ¢ok yeni detektor gelistirilmistir.
Yaklasik on iki tane dedektor LC analizleri i¢in kullanilabilmesine ragmen bunlarin
yalnizca dordii yaygin olarak kullanimdadir. LC analizinde UV dedektorii (sabit ve
degisebilen dalga boyu), refraktif indeks dedektorii, floresans dedektor ve kiitle
spektrometresi yaygin olarak kullanilmaktadir (Skoog vd., 2007). Mevcut ¢alismada

yalnizca UV ve MS detektorler kullanildigi i¢in burada yalnizca onlar tartisilacaktir.

1.2.1.1.1. Ultraviyole Dedektor

Pek cok organik molekiil ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan
ultraviyole (UV) ve/veya goriniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorplar.
Cozeltiden siirekli olarak 151n gecerken analitler tarafindan 1sinin bir kismi absorbe

edilebilir (Harwey, 2000). Bu absorpsiyon daha ¢ok molekiillerdeki bag elektronlarinin



11

uyarilmasindan kaynaklanir, bunun sonucu olarak molekiiler absorpsiyon spektroskopisi
bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve ayni zamanda fonksiyonel
gruplari tasiyan bilesiklerin kantitatif tayininde kullanilir. Absorpsiyon spektroskopi:

1. Hem organik hem de inorganik sistemlere yaygin uygulanabilirlik,

2. 10 M'dan 10" M'a kadar degisen tipik duyarhilik degerleri,

3. Orta-derecede sec¢imlilik,

4. lyi bir dogruluk,

5. Veri toplama kolaylig1 ve elverisliligi gibi 6zelliklerinden dolay1 kantitatif analiz
icin elverisli olan en yararl ve en yaygin kullanilan araglardan biridir.

Bir Ultraviole dedektoriine bagli yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-
UV) cihazi sematik olarak Sekil 4' de gdsterilmistir.

~ ﬁ
HPLC
uv
pompasi
veva
DAD
enjektor s dedektor
% O —y
knsa kolon
ity O ‘
&
| S—— \e—
mobil fazlar '
atik J 1“
(0 1 2 )
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Sekil 4. HPLC-UV cihazinin sematik gosterimi

Geleneksel spektrofotometre {lizerine modern bir gelisme diyot serili
spektrofotometredir (DAD). Bu sistemin UV/Vis dedektorden farki, 512 diyotdan olusan
bir yiizeyde, her diyodun ayri bir dalga buyundaki absorbansi es zamanli olarak

Olcebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizl
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spektrum taramasini gorebilmek olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu aralifinda
caligilabilmesi bu dedektoriin sagladigi bir diger 6nemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi
doteryum veya tungsten lambadir (Y1ldiz ve Geng, 1993). HPLC-DAD kombine sistemi ile
analitlerin HPLC ile alikonma zamanlarina ilave olarak es zamanli alinabilen spektrumlari

sayesinde dogru tanimlanmalari miimk{indiir.

1.2.1.1.2. Kiitle Spektrometrik Dedektor

Yiiksek-performansli sivi kromatografi-kiitle spektrometri (HPLC-MS) olduk¢a ¢ok
yonlii bir enstriimantal tekniktir. HPLC-MS’ in GC-MS’ e nispeten baslica avantaji ¢ok
daha genis bir yelpazede bilesiklerin analizini gergeklestirebilme kapasitesine sahip
olmasidir. Yiiksek polarite gdsteren veya yiiksek molekiil kiitleli termal olarak kararsiz
bilesikler hatta proteinler bile rutin sekilde HPLC-MS kullanilarak tamamen analiz
edilebilirler. Cihaz temel olarak ornek girisi (bir sivi kromatografisi), iyonlasma boliimii,

kiitle analizci ve dedektor igerir (Sekil 5).

HPLC
pompast
X 1smi
kuadrupol mercegi
! enjektor analizci v
< % 7/}
_[- 0 g _)/ \
G \\I
)
mobil fazlar ;;" *
atik 3
dedektor

Sekil 5. HPLC-MS cihazinin yapisi

HPLC kolonunda elue edilen bilesikler bir iyonlastirict basamagindan sonra kiitle
spektrometresine gonderilir. HPLC-MS i¢in kullanilan en yaygin iki iyonlastirict
elektrosprey iyonlastirma (ESI) ve atmosferik basing kimyasal iyonlastirma (APCI)’ dir.
ESI ve APCI’ nin her ikisi de iyonlasmanin atmosferik basingta gerceklestigi yumusak
iyon kaynaklaridir. Kiitle spektrumu fragmentasyon teknikleri kullanilmadig siirece esas

olarak molekiil kiitlesi bilgisini saglar.
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HPLC-ESI-MS’ de analit 20500 plL/dk tipik akis hizinda kaynaga gonderilir.
Kolondan ¢ikan eluat tipik olarak 2,5 kV’ dan 4 kV’ luk alanda zit elektroda kars1 yiliksek
bir potansiyel farkina sahip elektrosprey igneden gecer. Isitilan buharlastirma gazi
(genellikle azot) ignenin polaritesi kadar bir yiizey yiikii ile igneden yiikli damlalarin iyi
bir pliskiirtme olusturmasi i¢in kullanilir. Damlalar igneden zit elektrot {izerinde kaynak
numune hunisine dogru piiskiirtiiliir. Damlalar igne tepesi ve huni arasindaki alanda ¢apraz
gecerek ¢Ozlicii buharlagir. Bu damlalarin yiizey gerilimi yiike dayanamayacak kadar
kiigilmelerine neden olur ki bu noktada Coulomb patlamasi ger¢eklesir ve damlalar
pargalanir. Bu siire¢ dyle kiiclik damlalar tiretir ki sonunda yiiklii analit molekiilleri gaz
haline gelinceye kadar tekrarlanir. Bu yiiklii analit molekiilleri tek ya da cok ytkli
olabilirler (Covey ve Devanand, 2002). Elektrosprey siireci Sekil 6’da sematik olarak

gosterilmistir.

piiskirtme 1nesi kapien keont (hund) transfer keapileri suzgecler

analtt eluent \ \“‘\ / liitle
alois —

: E. , spektrometrive

FEE FEE R EREE R E AR R R —

—

SINEa pompas —
weya LOC N2 gaz alup
atalit cézicn damlalan (sprey)
atmosferik basmg J
pompalama

Sekil 6. Bir elektrosprey iyon kaynaginin sematik diyagrami

HPLC-MS’ de en yaygin kullanilan kiitle analizérleri kuadrupol (tekli ya da ¢oklu),
iyon tuzakli (lon Trap, IT) ve ugus-zamanli (Time of Flight, TOF) kiitle analizérleridir.
Iyon tuzakli kiitle analizérleri, GC-MS cihazlarinda kullamlmakla birlikte atmosferik
basingli iyonlastirma (API) kaynagi ile birlestirildiginde HPLC-MS analizlerinde de
uygundur.

Tuzagin prensibi, iyonlarin bir halka ve iki u¢ kapak elektrottan olusan bir alette
depolanmasidir (Sekil 7). Iyonlar halka elektrot iizerine bir RF voltaji uygulanarak tuzakta
biriktirilirler. Maksimum etkinlik (¢6ziiniirliik ve duyarlilik) icin iyonlar ideale en yakin

alanda tuzagin merkezine yakin odaklanmalidirlar. Bu carpigsmali olarak enjekte edilen




iyonlart kararli hale getirinceye kadar salinimlar bir gaz (%99.998 helyum) girisiyle
disiiriiliir (Covey ve Devanand, 2002).
Ug¢ kapak elektrotlarda RF voltajinin yiikselmesiyle ya da uygulanan destek
voltajiyla ya da bu ikisinin kombinasyonuyla:
e Iyonlar kararsizlasir ve m/z oranlarma gore ayrilarak tuzaktan detektore ulasir
(HPLC-MS).
e Tuzakta tek bir iyon tutulur, titresimlerle fragmentlerine parcalanir (HPLC-
MS/MS).

—

dedeksivon

u¢ kapak

hallza eleltrod

u¢ kapak 1

1wvon enjeksivon

Sekil 7. Bir iyon tuzak detektoriin sematik diyagrami

Bir flavonoid olan rutinin HPLC-MS ve HPLC-MS/MS sistemleri ile elde edilen
kiitle spektrumlar1 Sekil 8 ve 9° da verilmistir. MS dedektorii ile gozlenen molekiiler iyona
ilaveten MS/MS sistemi ile analitin taninmasina olanak saglayan parcalanma triinleri yani
fragmentler elde edilmistir. Rutin 609 akb olan [M-H]  molekiiler iyonuna sahiptir.
Deoksiheksoz’a karsilik gelen 146 akb kaybr ile 463 akb ve heksoz’ a karsilik gelen 162
akb kaybi ile 301 akb olan kuersetin [M-H]  iyonu gozlenmistir (Hakkinen ve Auriola,
1998).
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Sekil 8. Rutin’ in (kuersetin-3-rutinozit) HPLC-MS spektrumu
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Sekil 9. Rutin’ in (kuersetin-3-rutinozit) HPLC-MS/MS spektrumu

1.2.1.2. Fenolik Bilesiklerin S1ivi Kromatografisi ile Ayrilmasi ve Dedeksiyonu

Ultraviyole dedeksiyonuyla birlikte RP-LC (ters faz-sivi kromatografisi) bitki
ekstraktlarinin fenolik bilesimleri icin segilen bir yontemdir. Fenollerin ayrilmasi
genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril (CH3CN, ACN) ve modifiye edici olarak az
miktarda asit iceren su hareketli fazlariyla calisan C18 kolonlarinda gergeklestirilir. Mobil
fazda fenolik asitlerin protonlagmalarin1 garantilemek icin formik asit (HCOOH), asetik

asit (AcOH), trifloroasetik asit (TFA) ve fosforik asit (H3PO,) gibi asitler modifiye edici
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olarak kullanilirlar ve bdylece pik sekli ve ¢oziiniirliigiin iyilestirilmesi saglanir (Wu vd.,
2004).

On-line UV spektrum bilesiklerin tamimlanmasini kolaylastirirken, diyot serili
dedektorler (DAD) segicilik ve duyarliligi optimize etmek icin farkli dalga boylarinin es
zamanlt olarak gorlntilenmesi i¢in kullanilirlar. RP-LC-DAD (ters faz-sivi
kromatografisi-diyot serili dedektor), pek ¢ok fenolik bilesik i¢in gii¢lii bir analiz yontemi
olarak gosterilmistir. Fakat yinede UV dedeksiyonu belli uygulamalar igin yeterince
duyarli ve spesifik degildir. Kiitle dedektorii ile kombine olarak HPLC (LC-MS) gibi
seciciligi milkemmel olan ve duyarli teknikler sayesinde bu dezavantajlarin {istesinden
gelinebilir (Chilla vd., 1996; Goldberg vd., 1996; Bovanova ve Brandsteterova, 2000;
Malovana vd., 2001). UV dedeksiyonu ile seri olarak MS’ in kullanimi bitki
ekstraktlarinda polifenollerin analizi i¢in garpict bir alternatif sunar. Boylece RP-LC ile
saglanan yiiksek ¢oziiniirliikte ayirma sonrast MS tarafindan analitlerin kesin tanimlanmasi
yapilabilmektedir.

Fenoliklerin LC-MS karakterizasyonu igin g¢esitli iyonlastirma yoOntemleri
kullanilmaktadir. Son zamanlarda, ilave yapisal bilgi saglamak i¢in pozitif veya negatif
MS modunda elektrosprey iyonlastirma (ESI) ile bu bilesikler tanimlanabilmektedir (Wu
vd., 2004).

1.2.2. Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini basit bir yontem olup ¢alisilan materyaldeki fenolik
bilesenlerin miktar ile ilgili olarak kaba bilgi saglar. Bu nedenle kromatografik analizlere
gecmeden Once veya kromatografik analizler ile birlikte gerceklestirilir.

Yontem, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin-
Ciocalteu reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Bu
yontem aslinda numunenin indirgeme kapasitesinin 6l¢iilmesine dayanir. Fosfomolibdat
(MoO,%) ve fosfotungstat (WO,*) karisimini iceren Folin-Ciocalteu reaktifine alkali
ortamda fenolik hidroksil grubundan elektron transferi gergeklesir ve indigenmis
kompleksin olusturdugu koyu mavi renk 760 nm’ de maksimum absorbans olusturur Ki,
rengin siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. (Slinkard ve

Singleton, 1977; Ainsworth ve Gillespie, 2007; Vermerris ve Nicholson, 2006).



17

Temsili olarak secilen bir fenolik asit veya flavonoid standardinin bu yontemle elde
edilen kalibrasyon grafikleri kullanilarak drneklerin toplam fenolik bilesimi mg standart/ gr
kat1 numune cinsinden verilmektedir. Genellikle fenolik asit standard: i¢in gallik asit ve
flavonoid standardi olarak da katesin kullanilmaktadir (Javanmardia vd., 2003). Fenolik
bilesikler antioksidan karakterde olduklarindan numunelerin toplam fenolik bilesimlerini

tayin eden bu yontem ayn1 zamanda bir antioksidan tayin yontemidir.

1.3. Digitalis Tiirleri ve Ozellikleri

Geleneksel olarak Scrophulariaceae familyasinda yer alan Digitalis L. cinsi, son
yillarda yapilan filogenetik calismalar 15181inda Plantaginaceae ve Veronicaceae familyalari
icinde gosterilmektedir (Olmstead vd., 2001; Brauchler vd., 2004). Tiirk¢e ad1 yiiksiikotu,
Ingilizce ad1 Foxglove olarak kullanilmaktadir. iki yillik ve émiirlii, pembe, mor, kirmizi,
sar1 veya beyaz renklerde tiirleri vardir. Tohum olarak ekildiginde ilk yil kalin, oval, rozet
seklinde biiyliyen yapraklar ¢ikarir. Ertesi yil rozetin ortasindan kalin bir sap uzar. Sapin
tizerinde tomurcuklar siralanmistir. Cigekler asagidan baslayarak acarlar. Borazana benzer
bicimli ¢igeklerin agik agizlar1 asagi dogru bakar. Cogunun i¢ kisimlar1 beyaz ¢erceveli
bordo beneklerle kaplidir. Ornek olarak Digitalis ferruginea ssp. schischkinii' nin fotografi
Sekil 10' da verilmistir.

Sekil 10. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii' nin fotografi
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Yiiksiik otunun kalicr bir tiirii de vardir. Diinyada 19 tiir ile temsil edilen bu cinsin
dogal yayilis alanlar1 Avrupa, Bat1 ve Orta Asya ve Kuzeybati Afrika’ dir (Werner, 1964;
Brauchler vd., 2004).

Digitalis tiirleri hayvanlara zarar veren digitalis veya digitoksin olarak isimlendirilen
kalp glikozitleri (kardenolitler) yoniinden oldukga zengindir (Hagimori vd., 1982;
Stuhlemmer, 1993; Cousins, 1994; Theurer, 1998; Baytop, 2002). Bu a¢idan genel olarak
bu tiriin ihtiva ettigi glikozitler kalp yetmezligine karsi ilag aktif maddesi olarak
kullanilmaktadir. Son zamanlarda bu tiirlerde mevcut olan glikozitlerin potasiyel
antikanser etkileri de rapor edilmistir (Lopez-Lazaro vd., 2003). Ayrica bu tiirden
bitkilerde yaygin olarak bulunan ikincil metabolitlerden feniletanoid ve fenilpropanoid
glikozitleri molekiiler olarak sahip olduklar1 antioksidan ve serbest radikal temizleme
aktivitelerinden dolay1 koruyucu olarak enfeksiyon, yaralanma, UV 1s1nina maruz kalma ve
cevre kirliligine karsi olusan biyotik ve abiyotik strese cevap vermektedir (Korkina, 2007).

Tiirkiye’de bir¢ok Digitalis tiirii yetismesine karsilik halk arasinda kullanildigina
rastlanmamustir. Bitkinin kullanimina ait ilk bilgiler Ingiltere’ den gelmektedir. 1785
yilindan bu yana Digitalis purpurea L. tiirii basta olmak {izere Digitalis lanata ve Digitalis
lutea’nin kurutulmus bitki yapraklari g¢esitli kalp rahatsizligi tedavilerinde kullanilmis,
Avrupa ve Amerika’da 6zel olarak yetistirilmistir. Son yillarda 6zellikle Yesil Devrim
olarak adlandirilan siire¢ icerisinde bitkinin yetistirilmesi ve iiretilmesi in vitro ¢alismalar
ile hizlandirilmistir (Bucay, 1999; Paranhos, 1999; Ikeda ve Fujii, 2003).

Diinyada en ¢ok bilinen Digitalis tiirii, Digitalis purpurea’dir fakat bu tiir Tirkiye’
de dogal olarak bulunmamaktadir. Digitalis cinsi, iilkemizde 8 tiir ve 2 alttiirle (toplamda 9
takson) ile temsil edilmektedir;

1. Digitalis cariensis Boiss. Ex Jaub. et Spach,

. Digitalis davisiana Heywood,

. Digitalis ferruginea L. ssp. ferruginea L.,

. Digitalis ferruginea L. ssp. schischkinii (Ivan.) Werner,
. Digitalis grandiflora Miller,

. Digitalis lamarckii Ivan,

. Digitalis lanata Ehrh.,

. Digitalis trojana Ivan ve

© 00 N O O B~ W DN

. Digitalis viridiflora Lindley’dir.
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Bunlardan dort tiir (Digitalis trojana Ivan., Digitalis davisiana Heywood, Digitalis
cariensis Boiss. ex Jaub. et Spach ve Digitalis lamarckii Ivan.) iilkemize endemik olup,
endemizm orani %44.4’tiir (Davis, 1978).

Digitalis tiirlerininin kardiyak glikozitleri {izerine yiizlerce ¢alisma yapilmis
olmasina ragmen ve fenolik bilesimlerinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar sinirlidir.
Dinan ve arkadaglarmin (2001) yaptiklar1 bir review c¢alismasinda bitki steroidlerinden
kardenolitlerin bitkilerde olduk¢a yaygin ve 6zellikle de Scrophulariaceae familyasindan
Digitalis cinsi de dahil olmak {iizere baz1 bitki cinslerinde bulunduklar1 belirtilmistir.
Bitkilerde kardenolitlerin 3-O-glikozitlerinin baskin oldugu ve bununla birlikte 2,3 cift
glikozit bagl formlarinin da mevcut oldugu belirtilmektedir. Kardenolit ekstraksiyonunda
genellikle etanol, metanol ve sulu metanol kullanilmakta olup bunu takiben sulu ¢ozeltiden
etil asetat ile kardenolitlerin se¢imli ekstraksiyonu da uygulanmaktadir. HPLC-UV
analizlerinde asetonitril ve su mobil fazlar1 kullanilarak uygulanan gradient eliisyonu ile
gerceklestirilen ayirma sonrasinda 220nm’ de dl¢iim yapilmaktadir.

Digitalis tiirlerinde fenolik bilesenlerin tayinine yonelik ¢alismalar genel olarak
bitkiden izole edilen feniletanoid ve fenilpropanoidlerin yap1 aydinlatilmasi seklindedir.

Cok eski ¢aligmalardan biri olan Matsumoto ve arkadaslarinin (1987) “Phenolic
Glycoside Composition of Leaves And Callus Cultures of Digitalis purpurea” adli
calismalarinda purpurea tiiriiniin yapraklarinda kafeik asidin feniletanoid glikozitlerinin
belirlendigi rapor edilmistir.

Baudouin ve arkadaslarinin (1988) “Lugrandoside: a new phenylpropanoid glycoside
from various Digitalis species” adli c¢alismalarinda Digitalis lutea L. ve Digitalis
grandiflora Miller’ in yapraklarindan izole edilen lugrandosit’ in (3,4-dihidroksi-$-
fenilethoksi-O-$-D-glikopiranozil-(1—6)-4-O-trans-kafeoil--D-glikopiranozit)  kimyasal
ve spektral 6zelliklerine dayanan yontemlerle yapis1 aydinlatilmis ve yeni bir bilesik olarak
litaretiire girmistir.

Zhou ve arkadaslarmin (1998) “Phenylethanoid Glycosides from Digitalis purpurea
and Penstemon linarioides with PKCa-Inhibitory Activity” adli yaynlarinda Digitalis
purpurea’ nin diklorometan-metanol ekstraktlar1 Silika jel kolondan gegirilerek cesitli
fraksiyonlarina ayrilmistir. Ayrilan fraksiyonlara uygulanan saflagtirma islemlerinden
sonra niikleer magnetik rezonans (NMR), ultraviole spektroskopisi (UV) ve Kkiitle
spektroskopisi (MS) ile yapr aydinlatilmasi yapilmistir. Calismada yeni bir bilesik olan
fenilethanoid glikozit, 2-(3-hidroksi-4-methoksi-fenyl)-ethyl-O-(a-L-rhamnosyl)-(1—3)-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baudouin%20G%22%5BAuthor%5D

20

O-(a-L-rhamnosyl)-(1—6)-4-O-E-feruloyl-s-D-glikopiranozit ve bilinen dort bilesik;
kalseolariozit A, kalseolariozit B, forsitiasit, and plantainozit D yapis1 aydinlatilmistir.
Yeni tanimlanan bilesik ferulik asitin feniletanoid tiirevi olup digerleri kafeik asitin seker
grubu igeren feniletanoid tiirevlerinden olugmaktadir.

Calis ve arkadaslarinin (1999) “Phenylethanoid Glycosides from Digitalis ferruginea
subsp. ferruginea (=D. aurea Lindley) (Scrophulariaceae)” adli ¢alismalarinda lugrandozit
and trans ferulik asit gibi iki bilinen bilesigin yanisira ferruginozit A (3,4-dihidroksi-f-
feniletoksi-O-B-D-glikopiranozil-(1—6)-2-O-kafeoil-p-D-glikopiranozit) ve ferruginozit B
(3,4-dihidroksi-p-feniletoksi-O-B-D-glikopiranozil-(1—6)-p-D-glikopiranozit) olarak iki
yeni feniletanoid glikopiranozitleri izole edilmistir. Acilasyon, metilasyon ve alkali
hidroliz ile yapilan kimyasal transformasyon ile tek ve iki boyutlu NMR ve FAB-MS
kullanilarak yapisal aydinlatma yapilmstir.

Taskova ve arkadasglarimin (2005) “Chemotaxonomic markers in Digitalideae
(Plantaginaceae)” baslikli calismalarinda Digitalis purpurea ve Digitalis thapsi de dahil
olmak {izere benzer familyalardan olan alti tiirtin kemotaksonomik markirlar1 olarak
karbohidratlari, iridoitleri ve kafeoil feniletanoid glikozitleri incelenmistir.

Lee ve arkadaglarinin (2006) “Screening of new chemopreventive compounds from
Digitalis purpurea” adli galismalarinda Digitalis purpurea yapraklarindan izole edilen dort
farkli glikozit; akteozit, purpureazit A, kalseolariozit B ve plantainozit D’nin glutatyon S-
transferaz (GST)’ 1 indiikkleme kuvvetleri ve H4IIE hiicrelerinde aflatoksin Bl ile
indiiklenmis sitotoksisitiye kars1 koruyucu etkileri incelenmistir. Burada izole edilen dort

bilesik de kafeik asit feniletanoid tiirevlerindendir.

1.4. Amacg

Digitalis tiirlerinden izole edilen fenolik glikozitlerin ¢esitli yap:r aydinlatiimasi
yontemleri ile analizleri lizerine pek ¢ok c¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismalar bitkinin
biyolojik aktiviteye sahip ikincil bilesenlerinin tayin edilmesi amaciyla yapildigi gibi
kemosistematik agidan bitkinin incelenmesi i¢in de 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada
yurdumuza endemik olan Digitalis tiirleri ve yaygin olarak yurdumuzda yetisen ancak
endemik olmayan iki Digitalis tiirtiniin ikincil bilesenlerinin analizleri hedeflenmistir.

Calismada kullanilan Digitalis tiirleri ve 6zellikleri Tablo 2 de verilmistir.
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Tablo 2. Analiz edilen Digitalis tiirlerine ait 6zellikler

No | Tiiriin Ad1 Yetisme Alam Renk Omiir
1 *Digitalis cariensis Boiss. Ex | Giineybati Anadolu Antalya Sari Cok yillik
Jaub. et Spach

2 *Digitalis davisiana Heywood Giineybat1 Anadolu Kahverengi Bir veya
iki yillik

3 *Digitalis lamarckii Ivan KuzeyAnadolu Kahverengi- Cok yillik

beyaz
4 *Digitalis trojana lvan Canakkale  ve  Balikesir | Kirmizimsi Iki yillik

arasinda yer alan Kaz | kahverengi

Daglarinda
5 Digitalis ferruginea L. subsp. | Bati Kafkasya ve Kuzeydogu | Sar Iki yillik
schischkinii (Ivan.) Werner Karadeniz
6 Digitalis ferruginea L. subsp. | Kuzey Anadolu ve Trakya Pembemsi Iki  veya
ferruginea L. kahverengi ¢ok yillik

*. Endemik tir

Bu ¢alismada Tablo 2’ de belirtilen tiirlerin fenolik bilesikleri ve Digitalis ferruginea
ssp. schischkinii’ nin kardiyak glikozitlerinin bitkisel materyalden izolasyonu sonrasinda
kromatografik analizleri hedeflenmistir. Cogunlugu Tiirkiye’ ye endemik olan bu tiirler
icin fenolik bilesen profillerinin belirlenmesi ilk kez bu ¢alismada gerceklestirilecektir.
Oncelikli olarak ekstraksiyon igin kosullar optimize edilerek en yiiksek geri kazanim
saglayan kosullarin belirlenmesi hedeflenmistir. Pek c¢ok ikincil metabolitte oldugu gibi
fenolik bilesiklerin bitkide sentezi ve birikimi mevsimsel olarak degismektedir. Bu nedenle
ayni tlirtin farklt déonemlerde Orneklenmesi yapilarak izlenmesi de amaclanmistir. Bu
caligmada kullanilan Digitalis ferruginea ssp. schischkinii tiirliniin bir Tiibitak projesi
(Proje no: 1060470) kapsaminda doku kiiltirii yoluyla iretimi gergeklestirildiginden
iretilen doku kiltlirlerinin fenolik igeriklerinin belirlenmesi de arastirmaya dabhil
edilmistir. Zira bu tezden {iretilecek sonuglar, doku kiiltiirii caligmalariyla birlestirilerek
degerlendirilecek olup ayni tiiriin doku kiiltiirii ve dogadan toplanan kisimlar1 arasinda
fenolik bilesen yoniinden herhangi bir bagint1 olup olmadig: degerlendirilecektir.

Bitkisel materyalden izole edilen fenolik bilesiklerin analizinde RP-HPLC tekniginin
kullanilmast amaglanmis olup standart fenolik bilesikler kullanilarak farkli dedektor

tiplerinde analiz kosullar1 da amaglanmustir.
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Fenolik bilesiklerin RP-HPLC-UV dedeksiyon sistemi ile iki farkli dalga boyunda
Olciimle optimizasyonu yapilarak hidrolizsiz ve hidrolizli ekstraksiyon i¢in dedeksiyon
limitleri belirlenmesi hedeflenmistir. Ayrica UV dedeksiyonu ile tanimlanamayan
falavonoid grubu fenolik bilesiklerin analizi i¢gin RP-HPLC-MS yonteminin
uygulanabilirligi de elektrosprey iyonlasma (ESI) modunda degerlendirilecektir.

Calismada fenolik bilesikleri galisilan endemik tiirlerin ve Digitalis ferruginea ssp.
ferruginea tiirtiniin kardiyak glikozitleri baska bir doktora tezi olarak ¢alisilmaktadir.
Bundan dolay1 burada sadece Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin ¢icek, yaprak ve
petiyollerinde kardiyak glikozitlerinin daha ©nce optimize edilen bir yontem ile
ekstraksiyonlar1 gergeklestirilerek HPLC-DAD ile kantitatif olarak belirlenmeleri
hedeflenmistir (Giirel vd., 2010).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Toplanmasi

Calismada Scrophulariaceae familyasindan bir cins olan Digitalis’ e ait Digitalis
ferruginea ssp. schischkinii, Digitalis ferruginea ssp. ferruginea olarak iki endemik
olmayan ve Digitalis trojana, Digitalis davisiana, Digitalis lamarckii ve Digitalis cariensis
olmak tizere 4 endemik tiirlin yapraklarinda ve ayrica Digitalis ferruginea ssp. schischkinii
bitkisine ait 5 farkli doku kiiltiirii 6rneklerinde mevcut olan fenolik bilesiklerin HPLC-UV
ve HPLC-MS analizleri gergeklestirilmistir. Bu tiirlerin farkli bolge ve aylardaki 6rnekleri
de ayr1 ayn incelenerek karsilastirma yapilmaya calisgilmistir. Digitalis ferruginea ssp.
schischkinii  bitkisinin  kardiyak glikozitleri HPLC-DAD ile analiz edilerek
degerlendirilmistir. Toplam fenolik madde igerikleri spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir. Calismada kullanilmak {izere toplanan bitki 6rneklerinin arazi ve zaman bilgileri

Tablo 3’ de verilmistir.

Tablo 3. Bitki 6rneklerinin arazi ve zaman bilgileri

No | ADI BOLGE, iL YUKSEKLIK TARIH

1 D. ferruginea ssp. | Kaptanpasa,Cayeli, Rize 650m 7 Haziran 2009
schischkinii

2 D. ferruginea ssp. | Salarha, Rize 300m 20 Haziran 2009
schischkinii

3 D. ferruginea  ssp. | Sis Dagi, Trabzon 1550m 2 Temmuz 2009
schischkinii

4 D. ferruginea  ssp. | Abant Golii, Bolu 1350m Temmuz, 2009
schischkinii

5 D. ferruginea  ssp. | Sogukcesme, Rize 550m 20 Temmuz 2009
schischkinii

6 D. ferruginea ssp. | Vergenik Yaylasi, | 1800m 9 Agustos 2008
schischkinii Camlihemsin, Rize

7 D. ferruginea  ssp. | Abelat Yaylasi, | 2000m 15 Eyliil 2009
schischkinii Camlihemsin, Rize
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Tablo 3’ iin devami

No | ADI BOLGE, iL YUKSEKLIK TARIH
8 D. ferruginea  ssp. | Yesiltepe, Cayeli, Rize 650m 12 Ekim 2009
schischkinii
9 D. ferruginea  ssp. | Abant Golii, Bolu 1350m Haziran, Temmuz
ferruginea 2009
10 D. trojana Kaz Dagi, Milli Park 345m Haziran, Temmuz ,
Agustos 2009
11 D. davisiana Alanya-Hadim arasi, | 1100m Haziran, Temmuz,
Antalya Eyliil 2009
12 D. lamarckii Gerede-Kizilcahamam 1520m Agustos, Eyliil 2009
arasi, Ankara
13 D. cariensis Alanya-Taskent arasi, | 1041m Haziran, Temmuz,
Antalya Eyliil 2009
D: Digitalis

2.2. Bitki Ekstraktlarindan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Acik havada, giines almayan nemsiz ortamda kurutulan bitki 6rneklerinin yaprak
kisimlar1 ayrilarak blender ile toz haline getirildi.

Bitkisel materyallerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu giris kisminda detaylariyla
tartistlmistir.  Deneysel ¢alismalarda toplanan Orneklerin metanol ile ekstraksiyonu
sonrasinda uygulanan hidroliz asamalarinda genellikle sivi-sivi ekstraksiyon islemleri
gerekmektedir. Bu nedenle uygulanacak olan ara ayirma islemlerinin ekstraksiyon
verimleri ve geri kazanimlari &nemli hale gelmektedir. Ornek iginde mevcut olan
fenoliklerin tam olarak ekstraksiyonu i¢in optimize edilmis bir seri sisteme ihtiyac
duyulmustur. Ekstraksiyon sisteminin geri kazanim oranlarin1 belirlemek amaciyla
ekstraksiyon ortamina standart fenolik bilesikler ilave edilerek ekstraksiyon sonrasi

derigimleri belirlenmistir. Bu amagla yapilan ¢alismalar asagida detaylariyla verilmistir.

2.2.1. Ekstraksiyon Kosullarinin Geri kazanimlarimin Hesaplanmasi

Ekstraksiyon iglemlerine baslamadan 6nce Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin

yaprak kisminda ekstraksiyon kosullarmin degerlendirilmesi i¢in geri kazanim deneyleri
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yapildi. Bunun igin 15 g numune ultrasonik banyoda 60°C’ de 3 saat 150 mL MeOH ile
reflaks edildi. Santfifiij edilerek alinan berrak ekstrakttan geriye kalan kuru kisim metanol
ile her defasinda santrifiij edilip berrak kisim alinmak suretiyle yikanarak ¢ozelti 250
mL’ye tamamlandi. Hazirlanan metanol ekstraktindan her defasinda 6,25 mL alinarak 0,65
mL hacimli 62,5 mg/L standart karisimi eklendi ve evapore edilerek asagidaki dort farkl
islem ikiser tekrarli olarak uygulandi:

1. Dogrudan metanolik ekstraktin analizi i¢in; 5 mL metanol ile ¢6ziildii.

2. Notr pH’ daki sivi-sivi ekstraksiyonu i¢in; 6,25 mL ultra saf su eklenip karistirilan
ekstrakt 3x3 mL dietileter ve 3x4 mL etil asetat ile sivi-siv1 ekstraktsiyonuna tabi tutuldu.
Alinan organik kisimlar birlestirilip evapore edildikten sonra 5 mL MeOH ile ¢ozildi.

3. pH= 2’ deki sivi-siv1 ekstraksiyonu i¢in 6,25 mL pH=2 olan su ilave edilip
karistirilan ekstrakt 3x3 mL dietileter ve 3x4 mL etil asetat ile sivi-sivi ekstrakte edildi.
Alinan organik kisimlar birlestirilerek evapore edildikten sonra, 5 mL MeOH ile ¢6ziildii.

4. Asidik hidroliz ve ardindan sivi-Sivi ekstraksiyonu igin; genel olarak asidik
hidroliz, metanolik 2M HCI’ 1i ortamda 90-100°C’ de 2 saat geri sogutucu altinda
uygulanmakta olup bu ¢alismada 2 mL metanol eklenerek HCI konsantrasyonu 2M olacak
sekilde 4,25 mL HCI eklenerek 2 saat 90 °C’de asidik hidrolize tabi tutuldu (Kuninori ve
Nishiyama, 1986; Kader vd., 1996; Endale, vd., 2005; Kim vd., 2006; Ma vd., 2009).
Ardindan sogutulan sulu karisim 3x3 mL dietileter ve 3x4 mL etil asetat ile ekstrakte
edildi. Alinan organik kisimlar evapore edilip, 5 mL MeOH ile ¢6ziildii.

Elde edilen tiim metanolik ekstraktlardan esit miktarda aliman bir kisim, su, %5
asetonitril ve 10 mg/L olacak sekilde eklenen i¢ standart (IS) propil paraben ile birlikte
%70 seyreltildikten sonra filtreden gegirilip HPLC-UV ile analiz edildi.

Standart karisimi ise derisimi 2,4 mg/L olacak sekilde su, %5 asetonitril ve derisimi
10 mg/L olacak sekilde eklenen IS ile birlikte %70 seyreltildikten sonra filtreden gegirilip
HPLC-UV ile analiz edildi.

Ekstraksiyonlarin yiizde geri kazanimlari (GK);

% GK= (standart eklenen numune/standart)*100 formiiline gore hesaplandi
(Tekelioglu vd., 2010).
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2.2.2. Digitalis Tiirlerinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon kosullarimin optimizasyonunun ardindan asit hidrolizi uygulanmis
ekstraksiyon islemi Digitalis tiirlerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ig¢in uygun
goriilmiistiir. BOylece ekstraktlar optimizasyonda kullanilan katt numune/mL ¢0ziicl
oranlari sabit tutularak agagidaki sekilde hazilanmislardir:

1. 0,6 g 6rnek ultrasonik banyoda 10 mL metanol ile geri sogutucu altinda 60°C’ de
3 saat ekstrakte edildi.

2. Santrifiijlenerek berrak kismi balona alinan ekstraktin geri kalan kuru kalintist 5
kez 2 mL metanol ile her defasinda ultrasonik banyoda 60°C’de 3 dakika bekletmek
kosuluyla temizlendi ve tiim metanol ekstraktlar1 ayn1 balonda birlestirildi.

3. Elde edilen metanol ekstrakti evaporatorde deristirilip son hacim 10 mL’ye
getirildi.

4. Ekstraktlarin 3,75mL’leri toplam fenolik madde tayini i¢in +4 °C’de saklanda.

5. Geri kalan 6,25 mL ekstraktlar, c¢oziiciileri evaporatorde kuruluga kadar
buharlastirilip dnceden de belirtildigi gibi 2 mL metanol eklenerek HCI konsantrasyonu 2
M olacak sekilde 4,25 mL HCI eklenip 2 saat 90 °C’de asidik hidrolize tabi tutuldu.
Hidrolizin ardindan sogutulan sulu karisim 3x3 mL dietileter ve 3x4 mL etil asetat ile
ekstrakte edildi.

6. Tek bir balonda toplanan organik kisimlarin ¢oziiciileri evaporatérde uguruldu.

7. Kalan kuru kistm 5 mL metanol ile ¢oziiliip bu ¢ozeltiden alinan bir miktar
ekstrakt su, %S5 asetonitril ve 10 mg/L olacak sekilde eklenen IS ile birlikte %70
seyreltildikten sonra filtreden gegirilip HPLC-UV ile analiz edildi.

8. HPLC-MS deneyleri icin ise almman bir miktar ekstrakt su ve metanol ile %25
oraninda seyreltilerek filtreden geg¢irilip analiz edildi.

Ayrica karsilastirmanin kolayligi agisindan baslangi¢c miktar: ile son ¢oziicii hacmi
arasindaki oran her zaman ayni tutulacak sekilde alinan 0,2 g 6rneklerden ayni yontemle
hazirlanan metanolik ekstraklar ¢oziiciileri ugurularak pH=2 olan sulu ¢dzeltiye alindi.
Secimli ekstraksiyon ilk ekstraksiyonlar ile esit orantili olacak sekilde dietileter ve etil
asetat ile gergeklestirildi. Bir balonda toplanan organik kisimlarin ¢oziiclileri evaporatorde
ucuruldu. Kalan kuru kisim 2,67 mL metanol ile ¢6ziiliip hidroliz edilen 6rneklerle aym

sekilde HPLC-UV ve HPLC-MS deneyleri i¢in hazirlandi.
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2.2.3. Orneklerin Kodlanmasi

Calismada Digitalis tiirlerinden elde edilen ekstraktlar tiir adi, alt tiir adi, farkli
yerlerden toplanan ayni tiirler i¢in toplandiklar1 yer, toplandiklari ay ve ekstraksiyon
kosullar1 bilgisini icerecek sekilde kisaca kodlanmislardir. Ornegin Digitalis trojana’nin
Haziran ayma ait hidroliz sonucunda elde edilen ekstraktinin kodu DTH-H; ilk harf
Digitalis’ in D’si ikinci harf trojana’nin T’si, tiglincti harf Haziran’nin H’ si olarak DTH
ve en son hidrolizli ekstrakt oldugunun anlasilmasi i¢in H harfi eklenmistir. Bu durumda
pH=2" deki ekstraktt DTH-2 olarak kodlanmistir. Digitalis trojana, davisiana, lamarckii,
cariensis endemik tiirleri ve Digitalis ferruginea ssp. ferruginea alt tiiriiniin bitki
orneklerinin tamami ayni yerden toplandigi i¢in yer bilgisi kodlarda verilmemistir. Sadece
Digitalis ferruginea ssp. ferruginea igin alt tiir kodu olarak f kiigiik harf olarak koda
eklenmistir. Boylece Haziran ayinda toplanan Digitalis ferruginea ssp. ferruginea
hidrolizli ekstrakti DFfH-H olarak kodlanmistir. Ote yandan Digitalis ferruginea ssp.
schischkinii alt tiiriiniin gesitli yerlerden toplanan 6rnekleri igin yer bilgisi de kodlara
eklenmistir. Ornegin; DfsVA-H kodu Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin
Vergenik’ten toplanan Agustos ay1 Orneginin hidrolizli ekstraktina aittir. Digitalis
ferruginea ssp. schischkinii’ nin Rize, Camlihemsin, Abelat yaylasi ve Bolu Abant Golii
cevresinden toplanan iki Orneginin yer bilgileri Abelat ve Abant’in bas harfleri ayni
oldugundan Bolu Abant 6rnegi i¢in Bolu’nun bas harfi B kullanilarak DFsB olarak
kodlanmistir. Doku kiiltiiri 6rneklerinin tamami Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin
Trabzon, Sis Dag1’ nda yetisen 6rneklerinden elde edildigi i¢in hepsi kiiltiiriin bas harfi
olan K ile baglamaktadir ve farklilagsmis 6rnekler i¢in F harfi yaprak i¢in Y ve yesil 6rnek
icin Ye harfleri kodlamalarda kullanilmistir. Tiim bu agiklamalar 1s1¢inda Tablo 4’ de her
Ornegin toplanma yeri, zamani, kodu ve ekstraksiyon bilgisi ile birlikte son ekstrakt

konsantrasyonu mg kuru kalinti/mL metanol cinsinden verilmistir.
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Tablo 4. Orneklerin kodlari, ekstraksiyon detaylari1 ve mg kuru kalinti/mL metanol
cinsinden son ekstrakt konsantrasyonu

Ad Yer Kod islem Ekstrakt konsantrasyonu
(mg/mL)
Digitalis ferruginea ssp.Kaptanpagsa (Haziran) DfsKH-H Hidroliz 5,52
schischkinii Salarha (Haziran) DfsSH-2 pH=2 3,97
Sis Dag1 (Temmuz) DfsSiT-2 pH=2 3,26
Abant (Temmuz) DFsBT-2 pH=2 3,86
Sogukcesme (Temmuz) |[DfsSoT-2 pH=2 4,23
\Vercenik (Agustos) DfsVA-2 pH=2 1,32
DfsVA-H Hidroliz 3,2
Abelat (Eyliil) DfsAE-2  |pH=2 4,75
Yesiltepe (Ekim) DfsYEk-2  pH=2 3,86
Digitalis ferruginea ssp./Abant (Haziran) DFfH-2 pH=2 4.31
ferruginea DFfH-H Hidroliz  (3.84
IAbant (Temmuz) DFfT-2 pH=2 3.74
DFfT-H Hidroliz 5.4
Digitalis trojana Kaz Dagi (Haziran) DTH-2 pH=2 3,11
DTH-H Hidroliz 16,72
Kaz Dag1 (Temmuz) DTT-2 pH=2 3,71
DTT-H Hidroliz 6,34
Kaz Dag1 (Agustos) DTA-2 pH=2 2,88
DTA-H Hidroliz 5,2
Digitalis davisiana /Antalya (Haziran) DDH-2 pH=2 3,18
DDH-H Hidroliz 5,58
Antalya (Temmuz) DDT-2 pH=2 4,61
DDT-H Hidroliz 5,52
Antalya (Eyliil) DDE-2 pH=2 19,58
DDE-H Hidroliz  |7,68
Digitalis lamarckii /Ankara (Agustos) DLA-2 pH=2 2,4
DLA-H Hidroliz  [7,54
/Ankara (Eyliil) DLEy-2 pH=2 4,08
DLEy-H Hidroliz 16,88
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Tablo 4’iin devami

Ad Yer Kod islem Ekstrakt konsantrasyonu
(mg/mL)

Digitalis cariensis /Antalya (Haziran) DCH-2 pH=2 4,01
DCH-H Hidroliz 6,86
/Antalya (Temmuz) DCT-2 pH=2 3,82
DCT-H Hidroliz 4,24
Antalya (Eyliil) DCE-2 pH=2 2,62
DCE-H Hidroliz 9,76
Digitalis ferruginea ssp.[Farklilagmamis siyah KS pH=2 3.89
schischkinii ~ bitki  dokulFarklilagmus yaprak KFY pH=2 2.96
kiiltiirti 6rnekleri Farklilagsmamus yesil KYe pH=2 4.19
Koklenmis KK pH=2 2.81
Farklilagmig siyah KFS pH=2 2.96

2.3. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii Bitkisinden Kardiyak Glikozitlerinin
Ekstraksiyonu

Farkli bolgelerden farkli zamanlarda toplanan Digitalis ferruginea ssp. schischkinii
tirtiniin hem bitkiden hemde doku kiiltiirlerinden fenolik bilesenleri ekstre edilmesi ve
analizlerinin yapilmas1 hedeflenmistir. Bu tiiriin i¢erdigi kardiyak glikozitleri de ilk kez bu
calismada belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amagla Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin
2008 yil1 Agustos ayinda Rize’nin Vergenik yaylasindan toplanan 6rneginin ¢icek, yaprak
ve petiyol kisimlar1 Giirel ve arkadaglarmin (2010), Wiegrebe ve Witch (1993)’den
degistirilerek gelistirilmis olduklar1 yontem ile asagida sirasiyla belirtildigi gibi
Oziitlenmistir:

1. 2 mL’ lik tiip igindeki 50 mg kurutulmus yaprak {izerine 1 mL %70’ lik metanol
eklenerek 30 dakika siireyle 60-65°C’ ye ayarlanmis ultrasonik temizleme banyosunda
bekletildi.

2. Tip 2-5 dakika siireyle buz dolu bir kapta bekletildi.

3. 5 dakika 12000 rpm de santrifiij edildi.

4, Ust kisim (s1v1 ekstrakt) mikropipet ile yeni tiibe aktarildi ve iizerine 250 mL
%15’ lik kursun asetat eklenerek karistirithip 1 dakika vortekslendi. 1 Dakikalik dinlenme
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stiresinden sonra tekrar 30 saniye vorteks yapildi ve 1 dakika bekletildi (ekstrakt igindeki
istenmeyen bazi maddeleri temizleme safhasi).

5. 5 dakika 12000 rpm de santrifiij edildi.

6. Ekstrakt yeni tiibe alinip tizerine 500 mL % 4’ lik (doymus) Na,PO, eklendi ve
karistirildiktan sonral dakika dinlendirildi. 30 Saniye vortekslendikten sonra tekrar 1
dakika bekletildi.

7. 8 dakika 12000 rpm de santrifiij edildi.

8. Ekstrakt yeni tiibe almip 2 mL’ ye kadar saf su ilave edildi, vortekslendikten
sonra 2 adet 1,5 mL lik tiibe ayrildu.

9. Tiplerin herbirine 500 pL kloroform/isopropanol (3/2) ¢ozeltisi eklendi ve 1
dakika vortekslendi.

10. Tipler 5 dakika 12000 rpm de santrifiij edildi.

11. Tipte olusan 2 fazdan alt kisim pipet ile alind1 ve yeni tiibe aktarildi. Bu birinci
ekstraksiyondur.

12. Ikicinci ekstrasyonda metanol fazi1 ayr1 bir tiipte 500 pL kloroform ile
karistirildi, 10 ve 11. maddeler tekrar edildi.

13. Numunelere sodyum siilfat ekleyerek ¢ozeltideki su ortamdan uzaklastirildu.

14. Santrifiy tiipleri vakum sistemine alinarak kloroformun u¢masi saglandi.

15. ikinci numuneye 500 uL HPLC grade MeOH eklenerek yaklasik 1 dakika mini
calkalayicida karistirildi ve birinci ekstraksiyonla birlestirildi.

Numuneler HPLC’ den 6nce, 0,22 pm’ lik porlara sahip siringa filtreleri kullanilarak

suzuldi.

2.4. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerin HPLC-UV ve HPLC-UV-MS
Analizleri

2.4.1. Kimyasal Malzeme ve Materyaller

Analitik saflik derecesinde 17 fenolik standart; gallik asit, protokatekuik asit (3,4-
dihidroksi benzoik asit), p-OH benzoik asit, katesin, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik
asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, benzoik asit, o-kumarik asit, cis,trans-absisik
asit, trans-sinnamik asit, rutin, ferulik asit, kuersetin ve i¢ standart olarak kullanilan

propilparaben, numune hazirlamada ve kromatografik analizde kullanilan HPLC saflikta
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asetonitril, metanol, asetik asit ve hidroliz deneyleri i¢in kullanilan HCI Sigma-Aldrich’den
satin alindi. HPLC siringa filtreleri (RC-membrane, 0.45 pm) Filtre Sartorius Minisart RC
25, Sartorius (Almanya)’dan satin alind1. Analizler esnasinda pH ayarlama i¢in Hanna (pH
213 microprocessor) marka pH metre ve spektroskopik analizler igin Spectro UV-Vis
(Double PC-8 Auto cell) Labomed inc. marka UV/Vis spektrofotometre kullanildi.

2.4.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Tiim stok ¢o6zeltiler %100 metanolde 1000 mg/L konsantrasyonda hazirlandi. Bu stok
¢ozeltilerden 30:70 metanol/su olacak sekilde seyreltme yoluyla onyedi standardin 2,5, 5,
10, 20 ve 25 mg/L’lik kalibrasyon 6rnekleri hazirlandi. I¢ standart olan propil parabenin
stok ¢ozeltisinden herbir kalibrasyon ¢ozeltisine son konsantrasyonu 10 mg/L olacak
sekilde eklendi. Klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin, ferulik asit ve kuersetin
haricinde i¢ standart propil paraben gibi 280nm’ de maksimum absorbans veren her bir
standardin konsantrasyonuna karsi olusan pik alani1 i¢ standardin pik alinina boliinerek elde
edilen oranlar kullanilarak kalibrasyon grafikleri hazirlandi. Klorojenik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, rutin, ferulik asit ve kuersetin i¢in konsantrasyonlarina karsi 315nm’ de elde

edilen pik alanlar1 grafige gegirilerek kalibrasyon grafikleri hazirlandi.

2.4.3. HPLC-UYV Kosullari

HPLC-UV analizleri iki dalga boyunda ayni anda cevap alinabilen UV dedektor ile
donanimli Shimadzu HPLC-UV sisteminde yapildi. Enstriiman Class VP programi ile
kontrol edildi. Tim analizler i¢in bir ters faz C18 kolon (150 mm x 4,6 mm i.d., 5 um
partikiil; Agilent) kullanildi. Kullanilan gradient eliisyonu De Villiers ve arkadaslarinin
(2004) kullandiklar1 yontemden modifiye edilmistir. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin
sudaki ¢ozeltisi ve (B) 80:20 asetonitril/su ¢ozeltilerinden olusmaktaydi. Yiiksek polarite
ve diisik pH dan diisiik polarite ve yiiksek pH ya dogru gradient eliisyon ¢alisildi.
Enjeksiyon hacmi 50 pL ve kolon sicakligi kolon firminda 30°C’ ye ayarlandi. Akis hiz1 1
mL/dk olarak ayarlandi, dedektor 280 ve 315nm’ de galistirildi.
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2.4.4, HPLC-UV l¢in Dedeksiyon Limitinin (LOD) Belirlenmesi

EPA metoduna gore dedeksiyon limiti hesaplandi (US EPA, 1984). Tim 17
standardin 2 mg/L’ lik karisimi LC-UV ile analiz edildi. Her bir analitin sinyalinin
giiriiltiiye oranma (S/N) dayanan deger belirlendi, 3 seviyesinde bir S/N saglamak ig¢in
gerekli konsantrasyon hesaplandi. Sonug olarak, 0,02 mg/L’de trans-sinnamik asit, 0,03
mg/L’de o-kumarik asit p-kumarik asit, ferulik asit ve cis,trans-absisik asit, 0,06 mg/L’de
gallik asit, kafeik asit ve siringik asit, 0,1mg/L’ de protokatekuik asit, p-OH benzoik asit,
klorojenik asit ve vanilik asit, 0,2 mg/L’de kuersetin, 0,3 mg/L’de katesin, epikatesin ve
rutin, 0,5 mg/L’de benzoik asiti igeren kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlandi ve 7 kez analiz
edildi. Ardindan her bir bilesik i¢in dedeksiyon limiti (LOD) pik yiiksekliklerinin standart
sapmalarinin 3 kati olarak ve yiizde bagil standart sapmasi (%BSS) pik alan1 ve alikonma
zamanlarindan hesaplandi. Kantitatif (nicel) olarak analitlerin belirlenme limiti (LOQ) ise

yine pik yiiksekliklerinin standart sapmalarinin 9 kati olarak hesaplandi.

2.4.5. HPLC-UV-MS Kosullari

Gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, katesin, vanilik asit, klorojenik
asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, kuersetin,
luteolin, apigenin, kamferol ve ramnetin olarak 17 fenolik madde standardi kullanildi.
Benzoik asit, o- kumarik asit, absisik asit ve t-sinnamik asit standartlar1 numunelerde UV
dedektorii ile ve MS dedektorii varliginda yapilan 6n analizlerde gozlenmedikleri igin
HPLC-UV-MS sisteminde standart karisim igine alinmadi. HPLC-UV-MS analizleri igin
iki farklr sistem kullanildu.

1. Bir HPLC-UV sistemine (Waters) baghh LCQ iyon tuzakli ESI-MS enstriiman
(Thermo Electron, Brussels, Belgium) kullanildi. Tiim analizler i¢in bir Luna C18 kolon
(250 x 2.00mm 1i.d., Spum) Phenomenex Torrance (USA) kolonu kulanildi. LC ayirmalari
icin mobil faz A: suda %0,2 formik asit, mobil faz B: suda %70 asetonitril (ACN) ve
temizlik i¢in C mobil fazi: %100 asetonitril olarak {i¢ faz kullanildi. Uygulanan gradient; A
ve B mobil fazlar ile baglad1 ve 45-56 dk araliginda %100 ACN igeren C mobil fazi ile
temizleme yapilarak tekrar baslangic gradientine doniildii ve 15 dakika kolonun takip eden
analiz i¢in kosullanmas1 saglandi; 0-2 dk, %85 A; 2-10 dk, %85-70 A; 10-20 dk, %70-60
A; 20-40 dk, %60-50 A; 40-45 dk, %50-40 A; 45-50dk, %0 A, %0 B, %100 C; 56. dk, %0
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A, %0 B, %100 C; 56-60 dk, %85 A; 60- 75dk %85 A. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon
sicakligr 25°C olarak ayarlandi. Carpigsma gazi olarak ultra yiiksek saflikta helyum (He)
kullanild1 ve buharlastirici gaz olarak yiiksek saflikta azot (N2) kullanildi.

Kiitle spektrometrenin optimizasyonu i¢in mobile faz A’ da hazirlanan 10 mg/L rutin
temsili standart olarak kullanildi. Tiim LC-MS analizleri i¢in Luna C18 kolon (250%2.00
mm i.d., 5 um) kullanildi. Optimize edilen negatif elektrosprey iyonlastirma (ESI) takip
eden kosullar kullanilarak elde edildi: Iyon sprey voltaj, 4 kV; kilif gaz (N,), 70 arbitrary
birimi; yardimct gaz (N3), 30 birim; kapiler sicaklik, 180°C; kapiler voltaj, -32 V. Tam
taramalt MS analizleri i¢in, m/z 150-800 araliginda spektrum kaydedildi. Carpismadan
kaynaklanan dissosiyasyon (CID) enerjisi %35’ e ayarlandi.

2. HPLC-UV sistemine (Waters) bagli bir Quattro ESI triple quadrupole mass
spektrometer (Micromass) kullanildi. Tim analizler i¢in bir Luna C18 kolon (250 x 2.00
mm i.d., 5 um) Phenomenex, Torrance (USA) kolonu kulanildi. LC ayirmalari igin mobil
faz A: suda %2 asetik asit, mobil faz B: suda %70 asetonitril (ACN) ve temizlik i¢in C
mobil fazi: %100 asetonitril olarak ii¢ faz kullanildi. Uygulanan gradient; A ve B mobil
fazlan ile baslad1 ve 35-40 dk araliginda %100 ACN igeren C mobil fazi ile temizleme
yapilarak tekrar baslangi¢ gradientine doniildii ve 15 dakika kolonun takip eden analiz igin
kosullanmasi saglandi; 0-3 dk, %95 A; 3-8 dk, %95-92 A; 8-15 dk, %92-82 A; 15-20 dk,
%82-80 A; 20-25 dk, %80- 62 A; 25-35 dk, %62-25 A; 35-40 dk, %0 A, %0 B, %100 C;
40-50 dk, %95 A; 50- 65 dk %95 A. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon sicakligi 25°C
olarak ayarlandu.

Kiitle spektrometrenin optimizasyonu icin %2 asetik asit iceren %50 asetonitril/su
icerisinde herbir strandardin 5 mg/L’lik ¢ozeltileri kullanildi. Optimize edilen negatif
elektrosprey iyonlagtirma (ESI) takip eden kosullar kullanilarak elde edildi: Kapiler voltaj,
2,8 kV; kon voltaj, 25V; desolvasyon gaz (N,) akisi, 400L/sa; kon gaz akist 50L/sa;
desolvasyon sicakligi, 350°C; kapiler sicakligi, 110°C; carpigsma enerjisi, 1. Tam taramali

MS analizleri i¢in, m/z 100-800 araliginda spektrum kaydedildi.
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2.5. Bitki Ekstraktlarindaki Kardiyak Glikozitlerinin HPLC-DAD ile Analizleri
2.5.1. Materyaller

HPLC-DAD deneylerinde ve numune hazirlamada kullanilan HPLC saflikta
asetonitril ve metanol Sigma-Aldrich’ den satin alindi. HPLC siringa filtreleri (RC-
membrane, 0.45 um) Filtre Sartorius Minisart RC 25, Sartorius (Almanya)’ dan satin

alindi.

2.5.2. Standartlar ve Kalibrasyon

Kardiyak glikozit standartlari olarak lanatosit C, digoksin ve digitoksin kullanilarak
HPLC-DAD ile yontem optimize edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 30, 40 ve
50 mg/L) standart karisimlart hazirlanarak ¢esitli zaman araliklarinda enjeksiyonlar
yapilarak kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar kardiyak

glikozitlerinin alikonma siireleri ve pik alanlari olarak verildi.

2.5.3. HPLC-DAD Kosullar

HPLC analizleri icin ¢ift piston pompa, degasser, UV-DAD ve kolon firin
modiillerini i¢eren manuel enjeksiyonlu Agilent 1100 model HPLC sistemi kullanilmastir.
Sistem ayn1 zamanda HP (Hewlett Packard) marka masa tistii bilgisayara bagli olup veri
aktarimi1 ve HPLC operasyonu buradan kumanda edildi. Verilerin sayisal degerlendirilmesi
Agilent ChemStation LC/MS adli software ile yapildi. Caligmalar i¢in uygun ZORBAX
Eclipse XDB-C18 marka ters faz (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 um partikiil) kolon kullanildh.
Ornekler 220nm UV dalga boyunda, 40°C’de, akis hiz1 1,2 mL/dk’> da HPLC grade
asetonitril (CH3CN) ve ultra saf su iceren hareketli faz 0-20 dk %80 su, 20-30 dk %70 su
ve 30-40 dk %60 su ayarli gradient eliisyon yapilarak yiiriitiildii.

2.5.4. HPLC-DAD i¢in Dedeksiyon Limitinin (LOD) Belirlenmesi

Dedeksiyon limitleri (LOD) yani 6rnegin ancak tespit edilebildigi fakat miktarinin

kesin olarak belirlenemeyecegi en az limit degeri standartlar ig¢in ayr1 ayri tespit edildi.
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Standartlarin 5 mg/L derisimlerinde bulunduklart karisim 10 kez ardisik analiz edilerek her
bir bilesik icin dedeksiyon limiti (LOD) pik yiiksekliklerinin standart sapmalariin 3 kati
olarak hesapland: (Skoog vd., 2007).

2.6. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde tayini gallik asit ve katesin
standartlar1 kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafiklerine gore degerlendirildi (Slinkard
ve Singleton, 1977). Metoda gore 20 uL ¢esitli konsantrasyonlarda (1; 0,5; 0,025; 0,0125
ve 0,00625 mg/mL) gallik asit veya katesin standardi, 400 puL 0,5 N Folin-Ciocalteu
reaktifi ve 680 pL destile su karigtirilarak vortekslendi ve 3 dakika bekletildi. Karigsima
400 pL NayCOs; (10%) eklenerek vortekslenip 2 saat oda kosullarinda bekletildi.
Bekletmenin ardindan 760 nm’ de absorbanslari 6l¢iildii ve kalibrasyon grafikleri ¢izildi.
Ayni islemler Img/mL 20 pL metanolik numuneler kullanilarak yapildi ve absorbans
degerleri ile gallik asit ve katesin kalibrasyon grafikleri kullanilarak toplam fenolik madde
icerikleri gallik asit yada katesin esdegeri olarak mg gallik asit/g numune veya mg
katesin/g numune cinsinden hesaplandi.

Toplam fenolik madde tayini hidrolizli ve pH=2"de elde edilen ekstraktlarin yanisira
dogrudan metanol ekstraktlarina da uygulanarak sonuglar karsilastirilmistir. Tiim

numunelerin analizleri 3 tekrarl olarak yapildi.



3. BULGULAR
3.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-UV Metot Optimizasyonu

Optimize edilen HPLC-UV metodu kullanilarak 17 standart fenolik bilesigin

analizine bir 6rnek Sekil 10° da goriilmektedir.
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Sekil 11. HPLC-UV tarafindan 280nm ve 315nm’ de 25 mg/L fenolik standartlarin
piklerinin analizi icin elde edilen kromatogramlar. Kosullar: Kolon: C18 kolon
(150 mm x 4.6 mm i.d., 5 um), hareketli faz: (A) suda %2 asetik asit, (B) 80:20
asetonitril/su. Enjeksiyon hacmi: 50 uL, sicaklik: 30°C.
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HPLC-UV ile 17 fenolik standardin analiz edildigi metot hassasiyet ve gii¢liiliik

acisindan degerlendirildi. Alikonma zamani ve pik alanlarimin tekrarlanabilirligi LOD igin

hazirlanan standart karisimmin 7 kez enjeksiyonu ile belirlendi. Ayrica analitin mevcut

olup olmadigini belirlemek i¢in gerekli en kii¢iik miktar LOQ ve giivenilir kantitatif analiz

yapabilmek i¢in gerekli en kiiciik miktar olan dedeksiyon limit (LOD) degerleri Tablo 5°de

mevcuttur.

Tablo 5. Optimize edilen HPLC-UV metodunun parametreleri

No |RT Standartlar R’ %BSS(RT) %BSS(Alan) LOD™~ LOQ"
1 297  Gallik Asit 0,999 0,320 2,377 0,042 0,126
2 |577  Protokatekuik Asit 0,999 0,183 3,842 0,048 0,144
3 110,35 p-OH Benzoik Asit 0,999 0,119 4966 0,038 0,114
4 (12,06 Katesin 0,999 0,115 2,124 0,028 0,085
5 (12,97  Klorojenik Asit 0,999 0,107 8,732 0,039 0,119
6 (14,13  Vanilik Asit 0,999 0,094 2,692 0,029 0,088
7 [14,62  Kafeik Asit 0,999 0,094 1,928 0,037 0,112
8 116,08  Siringik Asit 0,999 0,085 2,474 0,046 0,138
9 (17,02  Epikatesin 0,999 0,073 5222 0,036 0,108
10 18,61  p-Kumarik Asit 0,999 0,054 0517 0,104 0,312
11 |19,42  Rutin 0,999 0,077 3,709 0,032 0,097
12 119,83  Ferulik Asit 0,999 0,745 0,897 0,054 0,162
13 |21,63  Benzoik Asit 0,999 0,075 1,854 0,033 0,101
14 122,29  o-Kumarik Asit 0,999 0,076 1,687 0,036 0,109
15 | 26,45  cis,trans-Absisik Asit 0,999 0,089 2,138 0,024 0,072
16 | 28,41  Kuersetin 0,999 0,131 3,956 0,027 0,083
17 (29,53  trans-Sinnamik Asit 0,999 0,114 4,554 0,036 0,109
18 36,91  Propilparaben (IS) 0,026 3,193 0,293 0,880

" mg/L cinsinden
: LOD ve LOQ degerleri, anlamli rakam sayis1 virgiilden sonra 3 haneli olarak verilmistir

Tablo 5° de analit konsantrasyona karsi elde edilen absorbans degerlerinin

dogrusallizi R? olarak degerlendirildi. Yiizde bagil standart sapmalar (%BSS) alikonma
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zamanlar1 ve pik yiikseklikleri i¢in hesaplandi. Dedeksiyon limitleri LOD ve LOQ

degerleri mg/L cinsinden verildi.

3.2. HPLC-UV-MS Metot Optimizasyonu

HPLC-UV-MS analizlerinde gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit,
katesin, vanilik asit, klorojenik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit,
ferulik asit, rutin, kuersetin, luteolin, apigenin, kamferol ve ramnetin olarak 17 fenolik
madde standardi kullanildi.

Analizler kalitatif olarak gergeklestirildi ancak kalitatif analiz i¢in aymrimin iyi
olmasi agisindan HPLC-UV’ deki gradient kullanilan cihaz ve kolon kosullarima gore

yeniden optimize edildi ve Sekil 12’ deki kromatogram elde edildi.

B
AU -
P E = 'ﬁ I
4,000e-2 a = = = E .5 » E
: b1 B P
3,5008-25 = -] - th_.: -H | : : 7 é
=R E cRiEd d| =g
. = =, MI - T E = 2 &
o = r Y “‘é = ) B |:|':|‘I
] g = == | e ‘
500 @ 5 %.% | E
|3 s 22 ; FRE
- : 2 Fgl | B
(- o el &
1,5008-24 | | = o 5 | = b
A& ] I"
1,00¢ f : = |l || o | | | ' |
i |\ Rl | HiAR | | '||. I
5,0008-3 | /1 i i /‘l. | |.| | 1 |||. ||
1. | 1 "1 | /\ ||I'|||| . Ju I. I ]"~ J\
0,000 [ N N N FRNEVAY, W A et W] e e
' T T olo0 500 a0 2500 30,00 3500 40,00

Sekil 12. HPLC-UV-MS tarafindan 280nm’ de 5 mg/L fenolik standartlarin piklerinin
analizi icin elde edilen LC-UV kromatogramlari. Kosullar: Kolon: C18 kolon

(250 mm x 2.0 mm i.d., 5 um), hareketli faz: (A) suda %2 asetik asit, (B) 70:20
asetonitril/su. Enjeksiyon hacmi: 20 pL, sicaklik: 25 °C.

HPLC-UV ve HPLC-UV-MS ile analiz edilen tiim Digitalis tiirlerine ait
ekstraktlarda gozlenen fenolik bilesiklerin analizleri mevcut standartlarin alikonma
zamanlar1 ve kiitle spektrumlar1 karsilastirilarak yapildigi gibi standardi olmayan
bilesiklerin karakterizasyonu alikonma zamanlar1 ve kiitle spektrumlarinin literatiirdeki

verilerle karsilagtirmasi ile gergeklestirildi.
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3.3. Bitki Orneklerinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun Optimizasyonu

Fenolik standartlar kullanilarak HPLC-UV metodunun optimizasyonunun ardindan

Bolim 2.2.” de detaylar1 verilmis olan ekstraksiyon kosullarinda Digitalis ferruginea ssp.

schischkinii’ nin yaprak kisminda belirlenen ekstraksiyon yonteminin optimizasyonu

yapild1. iki dalga boylu HPLC-UV analiz sonuglar1 Tablo 6’ da ve daha net incelenmesi

igin Sekil 13’ de grafik halinde verilmistir.

Tablo 6. Ekstraksiyon yonteminin pH optimizasyon sonuglari

Standartlar

Dogrudan

% Geri Kazanim

Notral

pH=2

Hidroliz

Gallik Asit
Protokatekuik Asit
p-OH Benzoik Asit
Katesin
Klorojenik Asit
Vanilik Asit
Kafeik Asit
Siringik Asit
Epikatesin
p-Kumarik Asit
Rutin

Ferulik Asit
Benzoik Asit

0- Kumarik Asit
Absisik Asit
Kuersetin
t-Sinnamik Asit

Toplam

102,45 (£6,17)
154,11 (9,65)
190,33 (£10,18)
86,10 (£8,24)
103,73 (£9,37)
141,70 (£11,20)
104,28 (+21,22)
163,86 (£16,57)
64,9 (£10,20)
82,58 (+7,09)
15,03 (£3,58)
137.8 (8.,2)
2,13 (£0,82)
108,16 (£6,49)
<LOD

157,62 (£16,25)
31,47 (+4,72)
2936,42

103,21 (+7,34)
166,90 (£10,12)
213,69 (£13,78)
79,37 (+11,56)
30,68 (+4,23)
160,69 (£6,51)
141,88 (6,80)
112,93 (£10,26)
65,36 (+6,52)
135,12 (£15,10)
272,76 (£12,51)
152,23 (£6,03)
<LOD

101,87 (£14,64)
<LOD

<LOD

3,93 (+0,86)
1835,45

115,21 (+7,55)
155,27 (£9,25)
208,22 (£15,12)
2323 (£3,31)
72,45 (£5,15)
167,76 (£6,85)
133,22 (+4,05)
131,27 (£12,32)
21,85 (+£3,25)
120,36(+18,50)
<LOD
66,78(+26,70)
<LOD

<LOD

0,62 (£0,15)
<LOD

39,88 (+2,17)
1216,89

66,09 (£6,76)
149,63 (+5,65)
203,11 (£8,24)
33,20 (£3,22)
16,03 (£2,43)
115,63 (+4,12)
477,23 (£6,43)
94,88 (+8,15)
<LOD
188,50(+15,85)
<LOD
158,53(+20,87)
<LOD
133,32(25,57)
5,76 (£1,22)
42,49 (£7,15)
38,40 (+2,34)

1750,78

<LOD: Dedeksiyon limitinden kiigiik
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Sekil 13. Ortamin pH’ sia gore fenolik standartlarin % geri kazanim degerlerinin grafigi

Ekstraksiyon kosullarina gore fenolik bilesimin degisimini daha net gorebilmek icin

ornek olarak Digitalis trojana’ nin Temmuz ay1 Ornegine ait dogrudan metanolik
ekstraktinin HPLC-UV (280nm) ve HPLC-MS kromatogramlar1 Sekil 14’de ve asit
hidrolizli ve hidrolizsiz (pH=2) ornegine ait HPLC-UV kromatogramlari Sekil 15° de

verilmigtir.
< 31,10
24 DTT dogrudan metanol ekstrakti
] HPLC-UV Kromatogrami
7.5008-1
5,000e-14
2 50014
UIDUU""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""\""\ "I(lk
5.00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00 55,00
1007 DTT dogrud I ekstrak a3
ogrudan metanol ekstrakti 213 g7 B2
31,38
( HPLC-MS Kromatogrami 19950
£475

47
192% 2079 2 ‘QZE,TE

a07s 4242 405,
N e

10,00 15,00 20,00 25,00

30,00

35,00

40,00

45,00

50,00

y Ak
55,00

Sekil 14. Digitalis trojana’ nin Temmuz ay1 6rnegine ait dogrudan metanol ekstraktinin
HPLC-UV (280nm) ve HPLC-MS kromatogramlari
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_, DTT-H 3410
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Sekil 15. Digitalis trojana’ nin Temmuz ay1 Ornegine ait hidrolizli ve hidrolizsiz
ekstraktlarinin HPLC-UV (280nm) kromatogramlari

Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 ornegine ait asit hidrolizli ve hidrolizsiz elde
edilen ekstraktlarinin HPLC-UV ve HPLC-MS kromarogramlar1 Sekil 16’da ve Agustos
ay1 Orneklerine ait asit hidrolizli ve hidrolizsiz elde edilen ekstraktlarinin HPLC-UV

kromarogramlar1 Sekil 17° de verilmistir.
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540 8@ D0 U7 BT 2 %30 EEX g7 447
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1005 o - 335 - 1nop3Ee B2
# 7,34 : 5827 78 ' 4157
] e 123215 45 258 G >
e e —— ——— S — S
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00 55,00
< DTH-2 HPLC-UV Kr 2m
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| W44 | 3385 P 41,89
3 ” BD 2944 3657
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0,000 IR B DL L L B R B S TT T L LN DL LR LR TT T T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00 55,00
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9 9243 53
= 3053 3235 3571
3 2163 2499 RS : 41483,
0 LA B DL LR B B T T T T T T L LA DL L AL T T '|""|ﬂk
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00 50,00 55,00

Sekil 16. Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 Ornegine ait hidrolizli ve hidrolizsiz
ekstraktlarinin HPLC-UV (280nm) ve HPLC-MS kromatogramlart.
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Sekil 17. Digitalis trojana’ nin Agustos ay1 Ornegine ait hidrolizli ve hidrolizsiz
ekstraktlarinin HPLC-UV (280nm) kromatogramlari

Tim Digitalis tiirlerinde ayni1 kromatografik analizlerin iki tekrarli olarak elde edilen

verileri ilgili boliimlerde tartisilmistir.

3.4. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerinin HPLC-UV Analizleri

Optimize edilen HPLC-UV metoduna gore Digitalis’ e ait Digitalis ferruginea ssp.
schischkinii, Digitalis ferruginea ssp. ferruginea olarak iki endemik olmayan ve Digitalis
trojana, Digitalis davisiana, Digitalis cariensis ve Digitalis lamarckii olmak iizere 4
endemik tiiriin yapraklarinda mevcut olan fenolik bilesiklerin HPLC-UV yontemine gore

analizleri gergeklestirilmistir.

3.4.1. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinin Rize’ nin ¢esitli bolgelerinden,
Trabzon Sis Dagi ve Bolu Abant Gélii’'nden ¢esitli aylarda toplanan 6rneklerinin hidrolizli
ve/veya hidrolizsiz ekstraktlariin fenolik bilesimi HPLC-UV yontemine goére analiz
edilmistir. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin, Vergenik ve Kaptanpasa ornekleri
haricinde Salarha, Sis Dag1, Bolu, Soguk¢esme, Abelat ve Yesiltepe orneklerinin yalnizca
pH=2" de ekstrakte edilen numuneleri mevcuttur.

Tablo 7’de bu tiire ait tiim ekstraktlarin HPLC-UV analiz sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 7. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinin ¢esitli yer ve zamanlardaki
orneklerinin HPLC-UV analiz sonuglart

Standartlar

Protokatekuik p-OH Benzoik Kafeik p-Kumarik  Ferulik Yiikseklik

asit asit asit asit asit
Ekstraktlar mg/L m
DFSVA-H [0,99 (+0,07) 5,80 (£0,09) 48,72 (0,76) 10,97 (x0,06) 17,19 (x0,03) 1800
DFsVA-2 |1,53(x0,08) 559 (+0,09) 2,68 (+0,03) 3,16 (+0,01) 2,09 (+0,01) 1800
DFsKH-H |<LOD <LOD 54,25 (+0,84) 8,33 (0,06) 17,37 (=0,04) 650
DFsSH-2  |0,83 (+0,07) 3,69 (+0,06)  3,31(+0,04) 2,42 (+0,01) 1,74 (+0,09) 300
DFsSiT-2  |0,95(+0,05) 5,87 (+0,05) 2,71 (+0,03) 228 (+0,01) 1,50 (+0,01) 1550
DFsBT-2 |0,51(+0,03)  2,13(+0,02)  1,39(+0,01) 1,28(+0,01) 1,79 (+0,01) 1350
DFsSoT-2 |0,972 (+0,06)  4,82(+0,07) 1,98 (+0,02) 1,31 (+0,01) 0,86 (+0,01) 550
DFSAE-2 |<LOD <LOD 2,18 (£0,03) 4,59 (£0,05) 4,61 (£0,03) 2000
DFsYEk-2 |<LOD <LOD 1,33 (0,02) 1,98 (0,01) 2,57 (x0,01) 650

<LOD: Dedeksiyon limitinden kiigiik

Farkli bolge ve zamanlarda toplanan Digitalis ferruginea ssp. schischkinii tiirtiniin

orneklerdeki fenolik iceriklerin dagilimi Sekil 18’ de grafik halinde verilmistir.
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M Protokatekuik asit

B p-OH Benzoik asit

Kafeik asit

B p-Kumarik asit

M Ferulik asit

Sekil 18. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinin ¢esitli yer ve zamanlardaki

orneklerinin HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin grafigi
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3.4.2. Digitalis ferruginea ssp. ferruginea Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Bolu Abant G6li’ nden Haziran ve Temmuz aylarinda toplanan Digitalis ferruginea
ssp. ferruginea bitki 6rneklerinin hidrolizli ve hidrolizsiz ekstaktlarinin HPLC-UV analiz
sonuglar1 Tablo 8' de ve HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin dagilimi Sekil 19” da
grafik halinde verilmistir.

Tablo 8. Digitalis ferruginea ssp. ferruginea bitkisinin Haziran ve Temmuz ayi
orneklerinin HPLC-UV analiz sonuglari

Standartlar
Kafeik asit p-Kumarik asit Ferulik asit
Ekstraktlar mg/L
DFfH-H 102,94 (+1,21) 39,53 (+0,18) 69,34 (+0,17)
DFfT-H 104,28 (+£1,24) 58,14 (+0,21) 46,45 (+0,36)
DFfH-2 4,67 (+0,07) 28,56 (+0,14) 32,29 (+0,30)
DFfT-2 2,13 (+0,03) 12,37 (+0,06) 1,87 (+0,01)
120
% 100 -
=
"2 80 -
_E m Kafeik asit
)
E 60 - = p-Kumarik asit
[
r M Ferulik asit
g -
= 90 -
0 .
DFfH-H DFfT-H DFfH-2 DFfT-2

Sekil 19. Digitalis ferruginea ssp. ferruginea bitkisinin Haziran ve Temmuz ay1
orneklerinin HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin grafigi
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Kaz Dagi Milli Park’ dan toplanan Digitalis trojana bitki orneklerinin Haziran,

Temmuz ve Agustos aylarina ait hidrolizli ve hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UV analiz

sonuglar1 Tablo 9' da ve HPLC-UYV ile belirlenen fenolik igeriklerinin dagilimi Sekil 20 de

grafik halinde gosterilmistir.

Tablo 9. Digitalis trojana bitkisinin Haziran, Temmuz ve Agustos ay1 hidrolizli ve
hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UV analiz sonuglari

Standartlar

Protokatekuik p-OH Benzoik Kafeik p-Kumarik Ferulik

asit asit asit asit asit
Ekstraktlar mg/L
DTH-H 0,36 (£0,01) <LOD 51,65 (+0,76) 32,79 (0,15) 16,57 (+0,04)
DTT-H 1,35(20,08) <LOD 44,85 (+0,65) 45,09 (£0,17) 3,79 (£0,01)
DTA-H 0,49 (+0,03) 3,85 (+0,17) 76,09 (+0,95) 95,12 (£0,52) 29,66 (+0,09)
DTH-2 0,29 (£0,02) <LOD 7,71 (20,12) 0,73 (+0,01) 0,67 (+0,01)
DTT-2 0,52 (+0,04) 0,71 (+0,03) 3,49 (+0,05) 4,76 (+0,02) 17,98 (+0,05)
DTA-2 0,54 (+0,04) 0,82 (+0,03) 3,77 (+0,06) 19,26 (+0,12) 1,43 (+0,01)

<LOD: dedeksiyon limitinden diigiik

120

9
o

&

B Protokatekuik asit

Kafeik asit

Fenolik Derisimi mg/L,
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Sekil 20. Digitalis trojana bitkisinin Haziran, Temmuz ve Agustos ay1 hidrolizli ve
hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin grafigi
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3.4.4. Digitalis davisiana Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Antalya’da Alanya-Hadim arasinda deniz seviyesinden 1100 metre yiikseklikten
toplanan Digitalis davisiana bitkisinin Haziran, Temmuz ve Eyliil aylarina ait hidrolizli ve
hidrolizsiz ekstraktlarmin HPLC-UV analiz sonuglar1 Tablo 10' da ve HPLC-UV ile
belirlenen fenolik igeriklerinin dagilimi Sekil 21” de grafik halinde gosterilmistir.

Tablo 10. Digitalis davisiana bitkisinin Haziran, Temmuz ve Eylil ayr hidrolizli ve
hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UV analiz sonuglari

Standartlar
Kafeik asit p-Kumarik asit Ferulik asit
Ekstraktlar mg/L
DDH-H 108,12 (+1,64) 7,55 (+0,05) 37,87 (+0,07)
DDT-H 27,80 (+0,40) 3,94 (+0,01) 13,31 (+0,03)
DDE-H 26,89 (+0,42) 6,58 (+0,03) 2,75 (+0,01)
DDH-2 1,72 (£0,03) 2,50 (£0,01) 2,53 (£0,01)
DDT-2 1,07 (+0,02) 2,18 (+£0,01) 2,24 (+0,01)
DDE-2 1,37 (+0,02) 2,38 (+0,02) 2,09 (+0,01)
120

% 100 -

E a0

E

oy u Kafeik asit
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Sekil 21. Digitalis davisiana bitkisinin Haziran, Temmuz ve Eylil ayr hidrolizli ve
hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin grafigi
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3.4.5. Digitalis lamarckii Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Ankara’ da Gerede-Kizilcahamam arasindan Agustos ve Eyliil aylarinda toplanan
Digitalis lamarckii bitkisinin hidrolizli ve hidrolizsiz ekstraktlarina ait HPLC-UV
sonuglar1 Tablo 11' de ve HPLC-UYV ile belirlenen fenolik igeriklerinin dagilimi Sekil 22’

de grafik halinde verilmistir.

Tablo 11. Digitalis lamarckii bitkisinin Agustos ve Eyliil ay1 hidrolizli ve hidrolizsiz
ekstraktlarina ait HPLC-UV sonugclar1

Standartlar

Protokatekuik  p-OH benzoik Kafeik asit p-Kumarik asit  Ferulik asit

asit asit
Ekstraktlar mg/L
DLA-H <LOD <LOD 157,15 (+2,43) 106,33 (x0,72) 41,10 (+0,11)
DLE-H 1,58 (£0,09) 1,77 (£0,54) 20,39 (+0,42) 8,79 (+0,06) 2,18 (+0,01)
DLA-2 <LOD <LOD 2,77 (+0,04) 18,06 (+0,08) 2,84 (£0,01)
DLE-2 0,68 (+0,05) 0,41 (+0,03) 1,03 (£0,01) 0,98 (+0,01) 2,74 (+0,01)

<LOD: dedeksiyon limitinden diigiik

180
160 T
140
120 W Protokatekuik asit
100 B p-OH Benzoik asit

80 Kafeik asit

60 B p-Kumarik asit

40 1 m Ferulik asit

20 — =

0 . L_'—_L_'_-———__\
DLA-H DLE-H DLA-2 DLE-2

Sekil 22. Digitalis lamarckii bitkisinin Agustos ve Eyliil ay1 hidrolizli ve hidrolizsiz
ekstraktlarina ait HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin grafigi
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3.4.6. Digitalis cariensis Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Antalya ili Alanya-Taskent arasinda 1041m yiikseklikten Haziran, Temmuz ve Eyliil
aylarinda toplanan Digitalis cariensis bitkisinin hidrolizli ve hidrolizsiz ektsraktlarna ait
HPLC-UV analiz sonuglar1 Tablo 12' de ve HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin
dagilimi Sekil 23’ de grafik halinde verilmistir.

Tablo 12. Digitalis cariensis bitkisinin Haziran, Temmuz ve Eyliil ay1 hidrolizli ve
hidrolizsiz ektsraktlarina ait HPLC-UV analiz sonuglari

Standartlar

Protokatekuik  p-OH Benzoik Kafeik p-Kumarik

asit asit asit asit Ferulik asit
Ekstraktlar mg/L
DCH-H 0,99 (+0,07) 4,09 (£0,17) 10,73 (x0,15 6,19 (£0,03) 1,23 (+0,01)
DCT-H <LOD <LOD 29,74 (0,42 54,35 (£0,35) 5,55 (£0,01)
DCE-H <LOD <LOD 11,44 (+0,16 <LOD 0,85 (£0,01)
DCH-2 0,57(0,04) <LOD 1,75 (+0,03) 2,01(+0,01) 2,50 (+0,01)
DCT-2 <LOD <LOD <LOD 1,59 (£0,01) 1,07 (+0,01)
DCE-2 <LOD <LOD <LOD 0,81 (+0,01) <LOD

<LOD: Dedeksiyon limitinden diisiik

60

M Protokatekuik asit

M p-OH Benzoik asit

Kafeik asit

B p-Kumarik asit

Fenolik Derisimi mg/T

M Ferulik asit

DCH-H DCT-H DCE-H DCH-2 DCT-2 DCE-2

Sekil 23. Digitalis cariensis bitkisinin Haziran, Temmuz ve Eyliil ay1 hidrolizli ve
hidrolizsiz ektsraktlarina ait HPLC-UV ile belirlenen fenolik igeriklerinin
grafigi
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3.4.7. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii Bitkisinin Doku kiiltiirii Orneklerinin
HPLC-UV Analizleri

Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinden {iretilen doku kiiltiirlerinin
ekstraksiyonu yalnizca pH=2" de gerceklestirilmis olup dogadan toplanan orneklerin
ekstraktlati ile aymi1 kosullarda gergeklestirilen HPLC-UV analizleri sonucunda belirlenen
fenolik bilesik miktarlar1 Tablo 13 ve Sekil 24 de verilmistir.

Tablo 13. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinden tiretilen doku kiiltiirlerinin
hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UYV analiz sonuglari

Standartlar (mg/L)
Ekstraktlar Kafeik asit p-Kumarik asit Ferulik asit
KS 0,99 (+0,07) 0,84 (+£0,06) 8,83 (+0,18)
KFY 0,93 (+0,05) 1,09 (+0,04) 2,03 (+0,05)
KYe 0,88 (+0,07) 0,76 (+0,02) 11,70 (+0,13)
KK 0,78 (+0,05) 0,86 (+0,02) 1,97 (+0,03)
KFS 0,75 (+0,05) 0,84 (+0,03) 1,37 (+0,04)
14
=l 12 =
E 10
E
® 3 -
g m Kafeik asit
A 6
é B p-Kumarik asit
=]
g 4 Ferulik asit
B
2
o | N RS e s s
KS KFY KYe KK KFS

Sekil 24. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinden iiretilen doku kiiltiirlerinin
hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UV analiz sonuglari
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3.5. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerinin HPLC-UV-MS Analizleri

Analizler iki ayr1 HPLC-UV-MS sisteminde gerceklestirilmistir. HPLC-UV
sistemine (Waters) bagl bir Quattro ESI triple quadrupole mass spektrometer (Micromass)
kullanilarak tam taramali modu ile yapilan analizlere 6rnek olarak Digitalis ferruginea ssp.
schischkinii’ nin Rize Vercenik Yaylast Agustos ay1 6rneginin hidrolizli (DfsVA-H), Bolu
Abant Golii 6rneginin Temmuz ay1 hidrolizsiz (DFsBT-2) ve Rize, Cayeli, Kaptanpasa
Koyii Haziran ayi hidrolizli (DFsKH-H) ekstraktlarima ait HPLC-UV ve HPLC-MS

kromatogramlari1 6rnek olarak Sekil 25, 26 ve 27’ de verilmistir.

AU
DfsVA-H
E 19,10
7.500e-24 HPLC-UV kromatogram
5,000e-24
2 500e-24 602
E 265 ; 1352
DIDDD""I""I""\""I""I'"‘I""I""I""I""\""""I""I""I""I"‘I
5,00 10,00 13,00 20,00 25,00 30,00 35,00
DfsVA-H M B
HPLC-MS kromatogram oo 3175 3275
E
Jozo
i agr 1176 1370
21 T ) T T T T T T T T T T T (Ik
5,00 10,00 15,00 20,00 25 00 30,00 35,00

Sekil 25. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin Rize Vergenik Yaylasi Agustos ayi
orneginin  hidrolizli  ekstraktinin  HPLC-UV  (280nm) ve HPLC-MS

kromatogrami
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AU 3535
E DfsBT-2
,000e-1+ HPLC-UV kromatogram
2,000e-1
1,000e-1
E 2552
D'DDD | AL LU AL IR UL BULLILE IURILELE B IR I IULILELE IR BLALELE I DU UL UL I UL BULELE BULILLE BURULE IS IR LU R ('Ik
5,00 7.50 10,00 12,50 1500 17,50 20,00 22,50 25,00 2750 30,00 32,50 35,00 3750
100- DfsBT-2 2930 31 90.3255 5,49

36,97

HPLC-MS kromatogram

B/E7

1261 1473 18,39

2029 2342

16 67

k]

500 750 1000 12,50 1500 17,50 20,00 22,50 2500 27,50 30,00 32,50 35,00 3750

Sekil 26. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin Bolu Abant G6lii 6rneginin Temmuz
ay1 hidrolizsiz ekstraktinin HPLC-UV (280nm) ve HPLC-MS kromatogrami

AU 3652
] DfsKH-H
2,000e-14 HPLC-UV kromatogram 1854 2877 3122 2720
1 i N
1,000e-14
E 552 1328
0,000 T T T T T T T e e T e e e e e e e e e L
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 dak
_ 335 36,65
DfsKH-H
19,09
HPLC-MS kromatogram
=
1 W?
20 =TT — dl
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00

Sekil 27. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin Rize, Cayeli, Kaptanpasa Koyt
Haziran ay1 hidrolizli ekstraktinin HPLC-UV (280nm) ve HPLC-MS
kromatogrami

Hidroliz sonucunda pik profillerinin degisiminin gozlenmesi icin iyi bir Ornek
olabilecegi diisiiniilen Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 6rneginin hidrolizsiz (Sekil 28) ve
hidrolizli (Sekil 29) ekstraktlarinin HPLC-UV ve HPLC-MS kromatogramlari asagida

verilmistir.
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AU 3220
DTH-2
2,000e-14
HPLC-UV kromatogram
1,000e-1
E 24 A0
DIDDD LA L UL AL I B BLRLLELE DURILAL BRI BUR S ILRLULILE DLLILEL AL BLIULELE IR DLIULLE IR IUALLLE IS BLALLELE BN IULELELE B UL L BRI L
5,00 7.50 10,00 12,50 15,00 17,50 20,00 22,80 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 3750 dk
3235
1004 f
DTH-2 89735 39 37"
HPLC-MS kromatogram
ogog 2833 36 A1
. . 2163 :
£y b 1092 17,26 1917
D,......‘.,.... T T T

500 750 1000 1250 1500 17,50 2000 2250 2500 27,50 3000 @250 8500 a7s0  OK

Sekil 28. Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 6rneginin hidrolizsiz ekstraktinin HPLC-UV
(280nm) ve HPLC-MS kromatogrami

i DTH-H
HPLC-UV kromatogram

7.500e-24

5,000e-24

2,500e-2

38,6339,20

D'DDD T T T T T 1 T T T T 1 T T T T T T T T T T T T 1 T T T T
500 750 10,00 12,50 1500 1750 2000 2250 2500 27,50 3000 3250 3500 3750 dk
3491
100 - .
DTH-H 3174

HPLC-MS kromatogram
39,22

Yo
!

1492

I

1286

00 750 10,00

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3 12,50 15,00 17,50 20,00 22,530 25,00 27,50 30,00 32,50 35,00 37,50 dk

Sekil 29. Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 6rneginin hidrolizli ekstraktinin HPLC-UV
(280nm) ve HPLC-MS kromatogrami

Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 orneginin hidrolizsiz ekstraktinin seyreltilmesi
ayn1 Ornegin hidrolizli ekstraktina gore 3 kat daha az yapilmistir.

HPLC-UV ve HPLC-MS analizleri 15181inda ekstraktlarda gozlemlenen polifenolik
bilesikler, fenolik asitler, flavonoid aglikonlar1 ve flavonoid tiirevleri olarak ii¢ grup

halinde toplanmustir.
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3.5.1. Fenolik Asitler

Kromatogramlarin erken gelen piklerinden HPLC-UV ile tespit edilen protokatekuik,
p-OH benzoik, kafeik, p-kumarik ve ferulik asitin varliklar1 kiitle spektrumlari ile de
desteklenmistir. Sekil 30, 31, 32, 33 ve 34’ de bu fenolik asitlere ait elektrosprey
iyonlagmali kiitle spektrometresi ile alinmis kiitle spektrumlart verilmistir ve kimyasal

yapilar1 spektruma eklenmistir.

153.1
100 Tam Taramal1 MS
Pik 8,21 dk’ da OH
OH
109.4 (0]

OH

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 miz

Sekil 30. Protokatekuik asitin kiitle spektrumu

100

] 137,14 Tam Taramali MS

Pik 13,86 dk’ da
0
HO

o OH

° 928

’rv "ur“ ’ k‘ . .‘u:‘L‘A‘JA‘AIIM‘ ’Ju ‘A N ‘J\‘ . ‘ﬂu‘ - . + ; . . : ; : : . . . . : . . .
100 140 180 220 260 300 340 380 420 miz

Sekil 31. p-OH Benzoik asitin kiitle spektrumu
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100 179,3
Tam Taramali MS
Pik 19,41 dk’ da
OH
OH
o) =4
%
OH
135,20
100 140 180 220 260 300 340 380 420 .
Sekil 32. Kafeik asitin kiitle spektrumu
100 163,25
Tam Taramali MS
Pik 25,25 dk’ da
OH
0 =
% 119,26
OH
T100 140 180 220 260 300 340 380 420 miz’

Sekil 33. p-Kumarik asitin kiitle spektrumu
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100

%

193,31
Tam Taramali MS
Pik 28,09 dk’ da O
(0]
H3C/ = OH
HO
149,06 MM
"100 140 180 220 260 300 340 380 420  miz

Sekil 34. Ferulik asitin kiitle spektrumu

Micromass HPLC-UV-MS sisteminden elde edilen LC-MS kromatogramlarinda

bilesenleri kantitatif belirlenmesi malesef tamamlanamamistir. Ancak ¢ok nicel olmasa da

genel bir degerlendirme olmasi agisindan gozlenen ana bilesen trans ferulik asit ve

flavonoidlerin tespit edilen pik alanlar1 (1/107 kat1 olacak sekilde), numunelerin pik alanlar

ile karsilastirilmasi i¢in kullanilmistir (Tablo 14).

Tablo 14. Trans-ferulik asidin ekstraktlarin HPLC-MS kromatogramlarinda tespit edilen

pik alani

No Numune Trans-ferulik asit
1 DfsVA-H 3,82
2 DfsKH-H 9,75
3 DfsAE-2 1,52
4 DfsYEk-2 0,82
5 DfsSH-2 0,31
6 DfsSoT-2 0,46
7 DfsSiT-2 0,59
8 DFsBT-2 2,01
9 DFfH-2 1,58
10 DFfT-2 1,31
11 DTH-2 0,09
12 DTH-H 17,74
13 DTT-2 0,032
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Tablo 14’ iin devami

No Numune Trans-ferulik asit
14 DTT-H 10,59
15 DTA-2 0,22
16 DTA-H 22,67
17 DDH-H 24,29
18 DDT-H 34,31
19 DDE-H 14,03
20 DLA-H 74,49
21 DLE-H 10,51
22 DCH-H 4,68
23 DCT-H 13,39
24 DCE-H 9,94
25 KS 0,29
26 KFY 0,12
27 KYe 0,47
28 KK 0,06
29 KFS 0,05

3.5.2. Flavonoid Aglikonlar1

Flavonoid aglikonlar1 olarak fisetin, luteolin, apigenin, kamferid ve ramnazin
Digitalis tiirlerinde karakterize edilmisdir. Sekil 35, 36, 37, 38 ve 39’ da tam taramali MS
modunda Micromass HPLC-UV-ESI-MS sistemi ile elde edilen kiitle spektrumlari
verilmistir. Pik karakterizasyonlar1 standardi mevcut olan luteolin ve apigenin flavonoidleri
icin hem standardin alikonma zamani ve kiitle spektrumlar1 karsilagtirilarak hemde elusyon
karakterleri literatiir ile karsilastirilarak gergeklestirilmistir. Standardi mevcut olmayan
flavonoidler i¢in kiitle spektrumlari ve ellisyon karakterleri literatiir ile karsilastirilarak pik
karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ilgili flavonoid aglikonlarmin yapisal formiilleri

spektrumda gosterilmistir.
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100 285,36
Tam Taramal: MS

Pik 33,23 dk’ da

%

286,40

Lol e g b

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 |

650 700 m/z

Sekil 35. Fisetinin kiitle spektrumu

1Q0 285,36
Tam Taramal1 MS

Pik 35,82 dk’ da

%

286,4 570,1

o ‘,J‘Al‘l.‘J.‘ \‘M[‘K‘A‘m P b
Y7100 150 200 250 300 350 400

450 500 550 600 650 700  miz

Sekil 36. Luteolin kiitle spektrumu
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100 269,0
Tam Taramal: MS
Pik 36,40 dk’ da

%

538,10

i, , s s ﬂ.\»»ru,\nULAu\.‘ . . . | | gl B

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 miz

Sekil 37. Apigeninin kiitle spektrumu

100 299,42
Tam Taramal1 MS

Pik 36,68 dk’da

%

300,39
284,32

— \
100 150 200 250 300

350 400 450 500 550 600 650 700  miz

Sekil 38. Kamferidin kiitle spektrumu
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100
Tam Taramali MS
Pik 36,98 dk’ da 329,47

%

il 3 ' A . PR oy

00 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 Mz

Sekil 39. Ramnazinin kiitle spektrumu

Flavonoid aglikonlarnimn ilgili kromatogramlardan elde edilen pik alanlar1 1/10” kati

olacak sekilde Tablo 15 de verilmistir.

Tablo 15. Flavonoid aglikonlarinin ekstraktlarin HPLC-MS kromatogramlarinda tespit
edilen pik alanlari

No | Numune Fisetin Luteolin Apigenin Kamferid  Ramnazin
1 | DfsVA-H G 14,66 8,08 6,56 G

2 | DfskH-H 147,86 6,43 7,30 10,86 0,16
3 | DfsSH-2 89,79 14,39 3,73 9,53 1,45
4 | DfsSiT-2 101,76 4,63 3,68 2,06 0,83
5 | DFsBT-2 9,30 1,50 0,71 1,76 0,96
6 | DfsSoT-2 16,05 5,16 1,82 531 0,85
7 DfsAE-2 G 6,01 4,71 2,43 0,44
8 | DfsYEk-2 G 15,37 3,82 10,43 0,43
9 | DFH-2 1,48 0,58 0,05 0,77 0,21
10 | DFT-2 1,93 0,33 0,24 0,46 0,09
11 | DTH-2 G 1,10 2,26 7,70 1,03
12 | DTH-H 34,82 1,11 2,09 14,78 2,31
13 | DTT-2 140,92 6,76 10,33 8,77 1,08
14 | DTT-H 158,68 2,47 4,74 10,02 G




Tablo 15’ in devami
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No
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

Numune
DTA-2
DTA-H
DDH-H
DDT-H
DDE-H
DLA-H
DLE-H
DCH-H
DCT-H
DCE-H
KS
KFY
KYe
KK
KFS

Fisetin
1,80
5,96
17,24
17,16
9,40
65,13
9,31
52,93
14,98
21,74
3,60
3,73
0,53
G

G

Luteolin
0,28
2,02
4,65
2,09
0,70
6,36
4,02
1,61
0,57
3,23
2,32
2,70
0,80
0,46
6,90

Apigenin
G

G
4,30
0,90
0,20
7,62
3,49
2,81
2,38
0,69
0,48
0,68
0,06
0,25
0,98

Kamferid
4,02
10,52
16,77
4,86
2,16
22,58
9,74
15,04
9,01
8,75
0,58
1,62
0,20
0,42
1,29

Ramnazin
0,31
0,59
0,84
1,58
0,50
3,81
4,01
1,63
0,65
5,94
0,26
0,29
0,04
1,72
0,78

spektrometer (Micromass) kiitle spektrometresi kullanilarak tam taramali MS modu ile
yapilan analizler sonucunda gozlenen molekiiler iyonlara 6rnek olarak Sekil 40, 41 ve 42°
de sirasiyla DTH-2 ekstraktina ait [M-H]'= 461,57, DLA-H ekstraktina ait [M-H] = 477,38
ve DDH-H ekstraktina ait [M-H]'= 489,43 molekiiler iyonlarina ait kiitle spektrumlari

3.5.3. Flavonoid Tiirevleri

HPLC-UV sistemine (Waters) bagli bir Quattro ESI triple quadrupole mass

verilmistir.
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100+
DTH-2
461,57
m/z= 461,57
30,53 dk’ daki pik
HE2 35
285 56 459 ,31 53,39
0 miz
100 150 200 250 300 380 400 480 500 540 s00 550 700 750 800

Sekil 40. Digitalis trajana’ nin Haziran ay1 hidrolizsiz ekstraktina ait tam taramali MS
modu ile elde edilen kiitle spektrumu

100+
DLA-H
m/z= 477,38 471,38
29,11 dk’ daki pik
78 B1
478 93
! 100 150 200 250 300 350 400 450 |00 550 /00 6a0 700 7a0 BDSVZ

Sekil 41. Digitalis lamarckii’ nin Agustos ay1 hidrolizli ekstraktina ait tam taramali MS
modu ile elde edilen kiitle spektrumu
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004
489,43
DDH H 483 B2
489,24
m/z= 489,43
34,10 dk’ daki pik
490,40
191 18
o ; J.-n‘ I hld.l‘lllll .A“l‘ 4 ulululm. LI l.lh. | .Il.\ LI. ..I_L,‘J ’ J:n. l‘ .In e ‘I. " I| hll iz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 G600 550 700 750 800

Sekil 42. Digitalis davisiana’ nin Haziran ay1 hidrolizli ekstraktina ait tam taramali MS

modu ile elde edilen kiitle spektrumu

Micromass HPLC-UV-ESI-MS-MS sistemi ile piklerin karakterize edildigi drnekler

icin temsilen Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 6rneginin (DTH) hidrolizsiz ve hidrolizli

ekstraktlarinin HPLC-UV kromatogramlari sirasiyla Sekil 43 ve Sekil 44’ de verilmistir.

m/z=503
DTH-2 s ramnazin glukuronit
_ m/z= 475
AU HPLC-UV kromatogram kamferid glulkuronit 20 m/z=489
m/z=461 luteolin asetil glukozit
luteolin glukuronit mz=445 0/7=489
20e-14 apigenin glukuronit lkamferol asetil glukozit
m/z=269 apigenin
n/z=491
isorhamnetin BB m/z=299
f e glukuronit »A Eamfeﬁcl
p-kumarik asit b 5? m/z=329
kafeik asit AN ferulik asit J Fammazin
y 280 \ 29& uuw \_J \,\_; \Jm/
A (lk
790 1000 1280 1500 1740 2000 2250 2500 2750 3000 350 300 350 400

Sekil 43. Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 hidrolizsiz ekstraktinin (Micromass) HPLC-

UV-ESI-MS-MS sistemi ile elde edilen kromatogrami
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=477 m/z=475
DTH-H o : -
HPLC-UV kromatoaram isorhamnetin hekzos kamfend ghukuront
9 . mz=193 mz=489
AU m'F_193 _ tferulik asit | 3400 1 aferol asetil ghikori
3 o miz=163  ferulik asit -
3 m'z=179 34 78

. -kumank asit
] leafeik asit !

23
756- =153 1982 \ 3680

1 protokatekuk asit

B
s

1254

A L L L A s By o L L B Ry Bk L LA L) ks R LA ks LS Mty LA R B
750 1000 1230 1500 17580 2000 2250 2500 2750 3000 32350 3500 37E0 4000

Sekil 44. Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 hidrolizli ekstraktinin (Micromass) HPLC-UV-
ESI-MS/MS sistemi ile elde edilen HPLC-UV kromatogrami

Digitalis trojana’ nin Temmuz ayina ait 6rneginin (DTT) hidrolizsiz ve hidrolizli
ekstraktlariin HPLC-MS kromatogramlari sirasiyla Sekil 45 ve Sekil 46 da verilmistir.

100- m'z= 475 36,78
DTT-2 kamferid glukuronit n/z= 285 mM'z= 489 m'z= 269
miz= 461 Inteolin Kamferol asetil{| apigenin
. , ukozit
HPLC-MS kromatogram kamferid hekzos o _
mz=461 m'z= 299
. ; kamferid
Iuteolin glukuronit
g 303 Fa4 M ITS
w/z= 179 m'z= 193
kafeik asit ferulik asit m/z= 445 m'z= 329
& m/z=325 apigenin ramnazin

mz= 163
p-kumarik asit

glukuronit

p-kumarik asit hekzos

m'z=137
P-OH benzoik asit

35,83
™

m/'z= 459, 489
W'z= 285  Juteolin ve isorhamnetin
fisetin quinik asit

1155 1355

20

H AR IR LR I U L L R SRR R R RS R IR R R L LA LA AL RN L R LR L | 1Y
7,80 10,00 12,50 15,00 17,80 20,00 22480 2500 2780 30,00 32,50 35,00 37,80

Sekil 45. Digitalis trojana’ nin Temmuz ay1 hidrolizsiz ekstraktinin iizerinde piklerin
karakterize edildigi (Micromass) HPLC-MS kromatogrami
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m'z= 285
100+ m/z= 461 . miz=285 7%  Iuteolin
DTT-H Tuteolin glukuronit fisetin e 269
H PLC'MS kromatogram mz= 477 apigenin
m'z=299
kamferid

5,55
m'z= 329

ramnazin
-

m'z= 193
t-ferulik asit
isorhamnetin 1%
heksoz i
m'z= 163
- p-kumarik asit 32,3
m'z=179% 33,94

# kafeik asit 1907
m'z= 153 24 58 = 193
7 protokatekuik asit \ vz -

ferulik asit
{ m'z= 137

\ 1391
m'z= 459, 489
luteolin ve isorhamne tin
quinik asit

P-OH benzoik asit

m'z= 475
kamferid
glukuronit

028 nM
=

123 4348 17,08

T AR RN A LA AL RS LA LR A R R AR R AR R | P
12,50 15,00 17,50 20,00 2280 25,00 27,80 30,00 32,50 35,00 37,80

A0 1000

Sekil 46. Digitalis trojana’ nin Temmuz ay1 hidrolizli ekstraktinin tizerinde piklerin
karakterize edildigi (Micromass) HPLC-MS kromatogrami

Flavonoid tiirevlerine ait bazi kiitle spektrumlar1 Sekil 47-53° de 6rnek olarak

verilmistir.
639,2
100
- 4771
Tam taramali MS
Pik 17.9 dk’da
| 640,2
B 3151 478,2
O P AT PO TR AP Ml Y RTHN TR TV ‘\M L L ‘J,““‘ | ‘H‘ Ll ‘u‘m“ TR | AP F PV T N PR AN
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 m/z

Sekil 47. Isorhamnetin-diheksoz’un kiitle spektrumu (%35 CID)
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446,9
100
- Tam taramali MS
© Pik253 dk’da
i 285,2
] 447,9
! 286,2
%50 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700  miz

Sekil 48. Luteolin-heksoz’un kiitle spektrumu (%35 CID)

100 269,2
) 4448 |\ H
i Tam taramali M'S 0
i Pik 31.4 dk’da O H H
1 H
) O
%
] OHH
. 2702 467,0
4 1747
] 444.0 |
1 " . I ) J A ‘ L ldllcds
QT T L S S s S e S S S B e B O B B B B B B L — LI —

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700  miz

Sekil 49. Apigenin-glukuronide ait kiitle spektrumu (%35 CID)
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100 489,0
é HO_
: Tam taramali MS oH
Pik 44,9 dk’da o O
E Cc-0
HyC
H
%
3 285,2
490,1
268,3 2979 457
3 ‘ ‘ h 491,0
150 200 250 300 350 400 ‘4‘56;n‘/25‘0(‘)‘ 550 600 650 700 750
Sekil 50. Kamferol-asetilglikozit-1’ in kiitle spektrumu (%35 CID)
100- 285,2
Tam taramali MS
i Pik 48,3 dk’da
593,1
% _
i 286,2 594,1
. 447,0 6151
| ‘ A I ey
%50" 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Sekil 51. Kamferol-heksoz-deoksiheksoz’un kiitle spketrumu (%35 CID)
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100 285,2 431,1
Tam taramali MS
1 Pik 29,9 dk’da
% |
| 432.1
i 286,3
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Sekil 52. Luteolin-deoksiheksoz’a ait kiitle spektrumu (%35 CID)

100, 315,0 489,0
| Tam taramali MS
1 Pik 44,07 dk’da HO
] OH
% —
i AW|\OH
] /
1 490,0 7oH
1 316,0
] 491,0
1 il ’M
O50" 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 m/z

Sekil 53. Isorhamnetin-kuinik asit’ in kiitle spektrumu (%35 CID)

llgili kromatogramlarda integrasyon yolu ile hesaplanan pik alanlar1 ¢alisilan tiirler
i¢in Tablo 16-23’ de verilmistir. Ornek i¢inde belirlenemeyen flavonoid tiirevleri icin daha
once tanimlandig1 sekliyle dedeksiyon sinirinda kiigiiktiir (<LOD) kullanilmamistir. Bu
calismada standart kullanilarak LOD degerleri hesaplanmadigindan goézlenmedigini

belirtmek iizere G gosterimi tercih edilmistir.
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Tablo 16. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin Vergenik ve Kaptanpasa orneklerinin

hidrolizli ~ Orneklerindeki ~ seker  baglhi  flavonoidlerin ~ HPLC-MS
kromatogramlarinda tespit edilen alanlar1

Hidroliz
RT [M-H] Fragment Bilesikler DFsVA DFsKH
17,9 639 477; 315 I-diheksoz-1 0,85 1,73
19,8 639 477 I-diheksoz-2 2,23 2,75
21,6 463 301 Ku- heksoz 1,28 G
22,8 477 315 I-heksoz-1 34,51 43,09
24,9 477 315 I-heksoz-2 8,92 10,81
25,3 447 285 L-heksoz 8,49 G
26,9 461 285 L-glukuronit 2,16 G
27,6 491 315; 300 I-glukuronit-1 9,19 G
28,7 491 315; 300 I-glukuronit-2 G 7,96
34,2 475 299; 284 Kr-glukuronit-2 36,38 37,23
35,5 475 299 Kr-glukuronit-3 77,08 8,65
36,78 505 329; 315 Ramnazin-glukuronit 18,38 18,57
43,15 459 285; 268 K-kuinik asit 93,60 41,74
44,07 489 315; 285 I-kuinik asit 133,80 58,56
46,03 489 299; 284 K-asetilglikozit-2 G 11,77

Toplam 426,87 242,86

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gozlenmedi

Tablo 17. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin Bolu, Rize (Abelat, Yesiltepe,
Sogukcesme ve Salarha) ve Trabzon (Sis dagi) 6rneklerinin hidrolizsiz seker
bagli flavonoidlerin HPLC-MS kromatogramlarinda tespit edilen alanlari

Frag- pH=2

RT [M-H] ment Bilesikler DFsSH DFsSiT DFsBT DFsSoT DFsAE DFsYEk
17,9 |639 477; 315 I-diheksoz-1 10,24 16,14 8,96 15,16 9,10 5,14
19,8 | 639 477 I-diheksoz-2 2,80 3,65 2,18 G 2,43 G
21,6 |463 301 Ku-heksoz 3,74 1,185 2,08 4,25 6,84 3,83
22,1 | 477 301 Ku-glukuronit-1 3,38 0,97 G 5,43 1,94 15,25
22,8 | 477 315 I-heksoz-1 15,88 21,16 17,31 G 36,63 G
25,3 |447 285 L-heksoz 8,07 452 4,75 5,95 42,73 29,39
26,9 |461 285 L-glukuronit 32,83 37,65 22,32 25,55 64,88 32,32
26,9 (477 315 I-heksoz-3 21,89 G G 10,03 19,55 18,17
27,6 [491 315; 300 I-glukuronit-1 20,75 6,22 6,67 6,27 8,97 24,48
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Tablo 17' nin devami

Frag- pH=2
RT [M-H] ment Bilesikler DFsSH DFsSiT DFsBT DFsSoT DFSAE DFsYEk
28,7 491 315; 300 I-glukuronit-2 G 1,15 G 1,84 2,26 2,14
29,9 (431 285 L-deoksiheksoz G 1,75 G G G 3,60
31,5 |445 269 Apigenin- 12,53 16,02 6,04 9,85 29,30 15,37
glukuronit
32,2 |461 299 Kr-heksoz 11,29 G 8,32 11,85 G 8,98

33,2 |475 299 Kr-glukuronit-1 46,64 12,31 33,89 12,47 28,12 43,96
34,2 |475 299; 284 Kr-glukuronit-2 13,71 36,26 17,14 37,40 31,57 16,45

355 |475 299 Kr-glukuronit-3 G 18,52 20,39 16,04 G G
36,6 |475 299 Kr-glukuronit-4 11,46 7,25 6,21 8,86 85,95 64,00
36,8 |505 329; 315 Ramnazin- 43,96 6,6 4,88 8,68 12,20 43,96
glukuronit
41,4 | 475 299 Kr-glukuronit-5 6,61 18,585 4,96 0,81 G G
43,2 |459 285; 268 K-kuinik asit G 42,68 12,38 11,72 46,33 46,19
44,1 1489 315; 285 I-kuinik asit 75,39 25,02 36,97 11,72 36,16 136,76
449 |489 299 K-asetilglikozit-1 2,65 G 7,42 G G 15,23
46,0 | 489 299; 284 K-asetilglikozit-2 G 7,91 G 14,90 G G
47,6 |519 329;315 l-asetilglikozit-2 G G G 8,39 G G
48,3 |593 447; 285 K-heksoz- G G G G 3,01 G
deoksiheksoz
Toplam 343,82 28554 222,87 227,17 467,97 550,24

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gézlenmedi

Tablo 18. Digitalis ferruginea ssp. ferruginea’ nin ekstraktlarinda mevcut seker bagh
flavonoidlerin HPLC-MS kromatogramlarinda tespit edilen pik alanlar

RT [M-HT Fragment Bilesikler DFH-2 DFT-2
12,6 325 265; 163 p-Kumarik asit-heksoz 0,87 3,46
17,7 639 477; 315 I-diheksoz-1 23,39 16,85
20,1 639 477 I-diheksoz-2 3,94 3,19
21,5 463 301 Ku- heksoz 10,92 3,32
22,3 477 301 Ku-glukuronit-1 48,12 3,67
22,7 477 315 I-heksoz-1 5,83 13,69
25,2 447 285 L-heksoz 7,74 10,22
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RT [M-H] Fragment Bilesikler DFH-2 DFT-2
26,1 461 285 L-glukuronit 10,04 14,35
26,7 477 315 I-heksoz-3 6,11 10,52
27,6 491 315; 300 I-glukuronit-1 11,77 24,14
28,4 491 315; 300 I-glukuronit-2 8,36 6,89
31,4 461 299 Kr-heksoz 3,71 8,53
33,3 475 299 Kr -glukuronit-1 26,24 38,76
34,5 475 299; 284 Kr -glukuronit-2 42,60 25,71
35,7 475 299 Kr -glukuronit-4 32,07 43,57
36,6 505 329; 315 Ramnazin-glukuronit 60,48 68,41
44,4 489 315; 285 I-kuinik asit 115,03 100,05
46,0 489 299; 285 K-asetilglikozit-2 12,96 571
46,9 519 329;315 I-asetilglikozit-2 32,76 7,80
48,3 593 447; 285 K-heksoz-deoksiheksoz 2,67 7,06
Toplam 465,61 415,9

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gézlenmedi

Tablo 19. Digitalis trojana’ nin ekstraktlarinda mevcut seker bagli flavonoidlerin HPLC-
MS kromatogramlarinda tespit edilen pik alanlari

pH=2 Hidroliz
RT |[M-H]" Fragment Bilesikler DTH DTT DTA DTH DTT DTA
13,8 |325 163 p-kumarik asit- G G 268 G G G
heksoz

17,7 |639 477;315  I-diheksoz-1 G 467 329 757 2,40
19,8 | 477 161 Tanimlanamadi G G G 2,06 G 5,00
20,1 |639 477 I-diheksoz-2 G 3054 G G G G
21,5 |463 301 Ku- heksoz G G 549 G G 1,57
21,7 | 639 477 I-diheksoz-3 G 36,06 G 3,15 18,82 G
22,6 |477 315 I-heksoz-1 G 18,57 1,72 27,94 90,83 34,16
249 | 477 315 I-heksoz-2 G G G 5,05 24,72 5,42
25,3 | 447 285 L-heksoz 2,70 2745 948 G G 5,40
26,3 |461 285 L-glukuronit 5,19 9543 4,03 G 44,44 G
26,8 | 477 315 I-heksoz-3 G G 764 G G G
27,6 |491 315; 300  I-glukuronit-1 G 17,46 20,10 G G G
28,7 |491 315; 300  I-glukuronit-2 3,09 G 2,15 11,89 68,45 29,87
32,6 |461 299 Kr-heksoz 7,32 G 1503 G G 6,90
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Tablo 19' un devami

pH=2 Hidroliz

RT [M-H] Fragment Bilesikler DTH DTT DTA DTH DTT DTA
33,3 |475 299 Kr-glukuronit-1 1539 141,71 59,70 G G G
34,9 (475 299; 284  Kr-glukuronit-2 42,10 239,32 16,75 36,72 386,18 13,93
359 (475 299 Kr-glukuronit-4 18,83 88,28 1495 8,28 146,29 16,88
36,7 | 505 329; 315  Ramnazin-glukuronit 1851 G 54,89 28,21 112,82 84,80
43,8 |459 285; 268  K-kuinik asit 2474 16280 G 18,44 216,51 23,09
44,5 489 315; 285  I-kuinik asit 170,09 364,28 163,36 145,08 355,64 260,51
449 1489 299 K-asetilglikozit-1 34,86 11591 G 18,53 112,27 G
45,6 |519 329; 315  Il-asetilglikozit-1 4420 G G 3221 G G
46,7 | 489 299 K-asetilglikozit-1 G G G G 103,95 28,31
47,5 |519 329; 315  l-asetilglikozit-2 804 G 2,10 G G G
48,5 |593 447,285  K-heksoz-deoksiheksoz G G 120 G G G

Toplam 395,06 1441,13 385,93 340,85 1688,5 518,24

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gozlenmedi

Tablo 20. Digitalis davisiana’ nin ekstraktlarinda mevcut seker bagli flavonoidlerin
HPLC-MS kromatogramlarinda tespit edilen pik alanlari

RT [M-HT Fragment Bilesikler DDH-H DDT-H DDE-H
17,9 639 477; 315 I-dihekzos-1 2,40 12,37 G
19,8 477 161 Tanimlanamadi 6,50 19,00 G
22,8 477 315 I-heksoz-1 52,05 249,67 G
24,9 477 315 I-heksoz-2 16,93 62,59 G
26,9 461 285 L-glukuronit G 23,76 G
28,7 491 315; 300 I-glukuronit-2 G 22,24 G
33,2 475 299 Kr-glukuronit-1 14,36 G G
34,2 475 299; 284 Kr-glukuronit-2 5,27 G G
35,5 475 299 Kr-glukuronit-3 17,68 14,67 G
36,78 505 329; 315 Ramnazin-glukuronit 12,08 39,49 G
43,15 459 285; 268 K-kuinik asit 45,04 19,74 11,87
44,07 489 315; 285 I-kuinik asit 220,96 6,39 G
44,85 489 299;285 K-asetilglikozit-1 G 65,90 25,46
45,38 519 329; 315 I-asetilglikozit-1 G 19,61 G
Toplam 393,27 555,43 37,32

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gézlenmedi
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Tablo 21. Digitalis lamarckii’ nin ekstraktlarinda mevcut seker bagl flavonoidlerin HPLC-
MS kromatogramlarinda tespit edilen pik alanlar

RT [M-HY Fragment Bilesikler DLA-H DLE-H

17,9 639 477; 315 I-diheksoz-1 3,71 G

19,8 477 161 Tanimlanamadi 7,90 G

21,88 639 477 I-diheksoz-2 2,92 G

22,8 477 315 I-heksoz-1 71,70 G

24,9 477 315 I-heksoz-2 15,99 G

25,3 447 285 L-heksoz G 7,29

26,9 461 285 L-glukuronit 9,86 G

28,7 491 315; 300 I-glukuronit-2 28,89 17,50

29,86 431 285 L-deoksiheksoz 4,38 G

34,2 475 299; 284 Kr-glukuronit-2 49,52 23,61

35,5 475 299 Kr-glukuronit-3 132,59 125,78

36,78 505 329; 315 ramnazin-glukuronit 56,88 89,87

43,15 459 285; 268 K-kuinik asit 158,61 55,35

44,07 489 315; 285 I-kuinik asit 139,88 132,98

44,85 489 299;285 K-asetilglikozit-1 125,78 164,63

45,38 519 329; 315 I-asetilglikozit-1 94,06 191,79
Toplam 902,67 808,80

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gzlenmedi

Tablo 22. Digitalis cariensis’in ekstraktlarinda mevcut seker bagl flavonoidlerin HPLC-
MS kromatogramlarinda tespit edilen pik alanlar

RT [M-H]"  Fragment Bilesikler DCH-H DCT-H DCE-H
17,9 639 477; 315 I-diheksoz-1 G 0,92 G
22,8 477 315 I-heksoz-1 G 4,32 G

25,3 447 285 L-heksoz G 3,43 G

28,7 491 315; 300 I-glukuronit-2 4,78 G G
28,1 193 trans ferulik asit G 13,39 G

29,9 431 285 L-deoksiheksoz G 4,25 G

32,2 461 299 Kr-heksoz G 8,07 G

34,2 475 299; 284 Kr-glukuronit-2 40,30 38,21 13,43
35,5 475 299,1 Kr-glukuronit-4 33,10 30,05 73,40
36,8 505 329; 315 ramnazin-glukuronit 30,87 17,95 112,55
374 |285 fisetin 37,86 G G

43,2 | 459 285; 268 K-kuinik asit 111,50 211,25 30,55
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RT [M-HT Fragment Bilesikler DCH-H DCT-H DCE-H
44,1 489 315; 285 I-kuinik asit 151,82 317,41 63,66
44,9 489 299;285 K-asetilglikozit-1 55,65 G 105,53
45,4 519 329; 315 I-asetilglikozit-1 34,94 51,03 129,20
Toplam 500,82 700,28 528,32

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gézlenmedi

Tablo 23. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin doku kiltiiric 6rneklerinin pH=2" de

elde edilen ekstraktlarmin  seker bagli flavonoidlerinin  HPLC-MS
kromatogramlarinda tespit edilen pik alanlar
RT [M-H]"  Fragment Bilesikler KS KFY KYe KK KFS
18,7 639 477; 315 I-diheksoz-1 4,48 1,21 9,10 G G
20,9 639 477 I-diheksoz-2 1,36 0,50 2,37 G G
225 |463 301 Ku- heksoz 1,94 G 3,61 G 0,47
22,9 477 301 Ku-glukuronit-1 1,18 G 1,22 1,04 G
23,6 477 315 I-heksoz-1 22,43 1,36 33,61 G G
25,5 477 315 I-heksoz-2 2,61 G 5,29 G G
25,9 447 285 L-heksoz 15,30 2,88 17,28 G 4,18
26,8 461 285 L-glukuronit 13,79 4,66 12,88 1,28 4,67
27,6 | 477 315 I-heksoz-3 2,88 G 1,19 G 0,68
28,6 491 315; 300 I-glukuronit-1 4,56 1,55 2,10 G 0,62
29,3 491 315; 300 I-glukuronit-2 2,08 G 3,79 G G
30,3 |431 285 L-deoksiheksoz 0,57 G 1,31 G 0,28
31,9 445 269 apigenin-glukuronit G 1,00 1,04 G 0,08
32 461 299 Kr-heksoz 2,39 1,11 1,44 G 0,08
33,5 475 299 Kr-glukuronit-1 5,40 5,67 G 1,20 G
35,5 475 299; 284 Kr-glukuronit-2 G 2,04 4,29 G G
36,6 475 299 Kr-glukuronit-4 47,89 4,82 56,35 G 5,17
37,5 505 329; 315 Ramnazin-glukuronit 18,66 1,46 15,99 G 0,42
44,4 459 285; 268 K-kuinik asit 2,21 6,35 1,78 G G
45,2 489 315,;285 I-kuinik asit 2,43 11,10 1,56 G G
46,3 489 299 K-asetilglikozit 4,52 G 3,88 G G
47,0 519 329; 313 I-asetilglikozit 0,84 G 3,17 G G
Toplam 157,55 45,72 183,25 3,52 16,65

I: Isorhamnetin, Ku: Kuersetin, L: Luteolin, Kr: Kamferid, K: Kamferol, G: Gozlenmedi
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3.6. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii Bitkisindeki Kardiyak Glikozitlerinin
HPLC-DAD Analizleri

Digoksigenin, gitoksigenin, Lanatosit C, digoksin ve digitoksinden olarak bes
kardenolit standardinin HPLC-DAD sisteminde analiz edilebilmeleri i¢in tekrarlanabilirlik
ve degisen konsantrasyona karsi dogrusal cevaplarin elde edildigi bir metot optimize
edilmistir. Tablo 24’ de standart kardiyak glikozitleri kullanilarak HPLC-DAD analizinde
optimizasyon verileri goriilmektedir. Metot bitki ektraktlarinda kardenolitlerin analizi igin
uygun bulunmus ve Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinin yaprak, cigek ve
petiyol kisimlarindan elde edilen ekstraktlar bu kosullarda analiz edilmistir. Tablo 25’ de
sonuclar ekstraktaki standardin mg/L cinsinden miktar1 ve 1 kg kuru bitki materyaline

karsilik gelen mg kardenolit miktar1 olarak verilmistir.

Tablo 24. Kullanilan standart maddelere ait alikonma zamanlar1 (RT) ve pik alanlarina ait
degerler. Olgiimler 5 mg/L’ lik karisimlar hazirlanarak 10 tekrarli yapilmistir
(£SS, standart sapma).

Kardenolitler RT4SS AlanSS LOD (mg/L)
Digoksigenin 5,41£0,04 163,99+10,03 0,20
Gitoksigenin 13,49+0,07 151,39+14,88 0,30
Lanatosit C 18,48+0,11 58,98+7,26 0,40
Digoksin 19,09+0,11 86,95+10,54 0,38
Digitoksin 31,45+0,06 92,82+14,33 0,50

Tablo 25. Agustos 2008’de toplanan Digitalis ferruginea ssp. schischkinii tiiriine ait gesitli
bitki kisimlarina ait ticari ve tibbi dneme sahip kardenolitlerin analizleri (her bir
uygulama ti¢ tekrarl olarak analiz edilmistir)

Lanatosit C Digoksin Digitoksin
Bitki mg/L mg/kg KA™(£SS)  mg/L mg/kg KA"(£SS) mg/L  mg/kg KA (£SS)
kisimlari
Yaprak 86,14 861,4+74,7 20,8 208,0+30,1 15,43 154,3+233
(lamina)
cicek 21,31 213,1+£26,9 9,88 98,8+20,6 7,4 74,0+15,2
Petiyol 14,82 148,2+20,8 3,63 36,3+10,7 1,58 15,843.3
Toplam 122,27 12227 34,31 3431 2441 2441

+ SS: standart sapma
: mg/kg KA: 1 kg kuru bitki materyaline karsilik gelen mg kardenolit miktar1
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3.7. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Digitalis tiirlerinin dogrudan metanol ekstraktlarinin spektrofotometrik toplam
fenolik madde tayini sonuglar1 gallik asit ve katesin ekivalent olarak Tablo 26" da

verilmistir. Burada birim, mg toplam fenolik /g numune olarak kullanilmistir.

Tablo 26. Dogrudan metanol ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam fenolik madde
tayininin gallik asit ve katesin esdegeri cinsinden sonuglari

No Numuneler (mg GAE/g numune) (mg KE/g numune)
1 DFsVA 23,944 (+1,853) 23,862 (+1,853)
2 DFsKH 17,745 (+1,986) 17,663 (+1,986)
3 DFfH 27,932 (£2,035) 27,850 (+2,035)
4 DFfT 29,823 (£1,952) 29,741 (£1,952)
5 DTH 17,051 (£1,335) 16,968 (+1,335)
6 DTT 19,240 (+2,543) 19,158 (+2,543)
7 DTA 22,053 (+2,346) 21,971 (+2,346)
8 DDH 27,781 (£2,461) 27,698 (+2,461)
9 DDT 33,219 (+0,775) 33,137 (+0,775)
10 DDE 34,105 (+0,047) 34,022 (+0,047)
11 DLA 31,786 (+1,713) 31,704 (+1,713)
12 DLE 32,809 (+1,031) 32,727 (£1,031)
13 DCH 17,304 (+1,458) 17,222 (+1,458)
14 DCT 24,643 (£2,578) 24,561 (+2,573)
15 DCE 32,035 (+1,484) 31,953 (+1,484)

mg GAE/g numune: mg Gallik asit esdegeri/ g numune
mg KE/g numune: mg Katesin esdegeri/ g numune

Verilerin daha anlasilir olmast i¢in her bir tiir i¢in toplam fenolik madde

miktarlarinin dagilimlar Sekil 54° de grafik halinde gosterilmistir.
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B (mg GAE/g numune)
(mg KE/g numune)

mg toplam fenclik / g numune

Sekil 54. Tiirlerin direk metanol ekstraktlarinin spektrofotometrik toplam fenolik madde
tayininin gallik asit ve katesin esdegeri cinsinden sonuglari

HPLC-UV ve HPLC-MS analiz sonuglar1 ile toplam fenolik madde tayininin
sonuglari arasinda bir karsilagtirma yapabilmek agisindan pH=2" de ve hidrolizden sonra
stvi-stvi se¢imli ekstraksiyonunun uygulandigi numunelerde de toplam fenolik madde
tayini yapilmigtir. pH=2" deki ekstraktlarin toplam fenolik madde tayini sonuglar1 Tablo
27" de ve grafik halinde Sekil 54,’de verilmistir.

Tablo 27. Spektrofotometrik toplam fenolik madde tayininin pH=2" de ektstrakte edilen
orneklerde gallik asit ve katesin esdegeri cinsinden sonuglari

No Numuneler (pH=2) MgGAE/g numune mgKE/g numune
1 DFsBT-2 4,808 (+£0,233) 4,547 (£0,200)
2 DFsSH-2 5,742 (+£0,282) 5,347 (£0,242)
3 DfsSoT-2 3,950 (+0,529) 3,810 (£0,454)
4 DFsSiT-2 4,323 (+0,336) 4,131 (£0,288)
5 DfsAE-2 7,198 (+£0,282) 6,596 (£0,242)
6 DfsYEK-2 5,854 (+0,826) 5,443 (+0,708)
7 DFfH-2 4,360 (£0,171) 4,163 (+£0,147)
8 DFfT-2 5,070 (£0,529) 4,771 (£0,454)
9 DTH-2 3,352 (£0,065) 3,298 (+0,055)
10 DTT-2 5,555 (£0,112) 5,187 (+£0,096)
11 DTA-2 3,726 (£0,505) 3,618 (+£0,433)
12 DDH-2 3,315 (+£0,448) 3,266 (+£0,384)
13 DDT-2 3,576 (x0,129) 3,490 (+0,111)
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No Numuneler (pH=2) mgGAE/g numune mgKE/g numune
14 DDE-2 2,606 (£0,342) 2,658 (£0,293)
15 DLA-2 7,011 (£0,112) 6,436 (£0,096)
16 DLE-2 6,638 (£0,393) 6,116 (£0,337)
17 DCH-2 6,152 (+0,342) 5,699 (+£0,293)
18 DCT-2 5,891 (+0,448) 5,475 (+0,384)
19 DCE-2 4,883 (+0,224) 4,611 (+0,192)
20 KS-2 2,531 (£0,336) 2,594 (£0,288)
21 KFY-2 0,724 (£0,067) 0,954 (£0,055)
22 KYe-2 4,286 (+0,466) 4,098 (+0,400)
23 KK-2 0,860 (+£0,042) 1,066 (+0,035)
24 KFS-2 1,243 (£0,157) 1,380 (+£0,129)

mg GAE/g numune: mg Gallik asit esdegeri/ g numune

mg KE/g numune: mg Katesin esdegeri/ g numune

mg toplam fenolik / g numune
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Sekil 55. Spektrofotometrik toplam fenolik madde tayininin pH=2" de ektstrakte edilen

halinde Sekil 56’ da verilmistir.

orneklerde gallik asit ve katesin esdegeri cinsinden sonuglari

Hidrolizli ekstraktlarin toplam fenolik madde tayini sonuglar1 Tablo 28’ de ve grafik
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Tablo 28. Hidroliz edilen 6rneklerdeki spektrofotometrik toplam fenolik madde tayininin

gallik asit ve katesin esdegeri cinsinden sonuglari

No | Numuneler (hidroliz) mgGAE/g numune mgKE/g numune
1 DfsVA-H 9,998 (+0,575) 8,997 (+0,493)
2 DfsKH-H 6,526 (+0,360) 6,020 (+£0,309)
3 DFfH-H 8,691 (+0,681) 7,877 (£0,584)
4 DFfT-H 9,699 (+£0,296) 8,741 (£0,254)
5 DTH-H 15,373 (£2,184) 13,608 (£1,873)
6 DTT-H 12,424(+0,233) 11,079 (£0,200)
7 DTA-H 10,483 (£1,456) 9,414 (£1,249)
8 DDH-H 19,293 (+0,393) 16,970 (£ 0,337)
9 DDT-H 27,282 (£2,163) 23,822 (+1,855)
10 DDE-H 23,363 (+£0,875) 20,460 (£0,750)
11 DLA-H 23,363 (£0,112) 20,460 (£0,096)
12 DLE-H 16,643 (+£0,000) 14,697 (£0,000)
13 DCH-H 22,579 (£1,120) 19,788 (£0,961)
14 DCT-H 7,086 (+0,393) 6,500 (+£0,337)
15 DCE-H 35,010 (+£0,734) 30,450 (+0,630)

mg GAE/g numune: mg Gallik asit esdegeri/ g numune
mg KE/g numune: mg Katesin esdegeri/ g numune

mg toplam fenolik /g numune

&9

PR RDD D P DD

<8
gélg' Q@‘g‘ %“& L
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B mgGAE/g numune
mgKE/g numune

Sekil 56. Hidroliz edilen 6rneklerdeki spektrofotometrik toplam fenolik madde tayininin
gallik asit ve katesin esdegeri cinsinden sonuglari



4. TARTISMA
4.1. Fenolik Bilesiklerin Analizi icin HPLC-UV Metot Optimizasyonu

Optimize edilen RP-HPLC-UV metodu kullanilarak 17 standart fenolik bilesigin
analizine bir 6rnek Sekil 11’ de goriilmektedir. Metot, 40 dakika iginde tiim analitlerin
uygun bir sekilde ayrilmasini sagladi. Diislik konsantrasyonlarda alikonma zamanlarinin ve
pik alaninin tekrarlanabilirligi kabul edilebilir degerlerde bulundu (Tablo 5). Ayrica tim 17
standardin kalibrasyonlarindan dogrusal cevaplar (R?=0.999) elde edildi. Tiim standartlar
icin LOD degerleri 0,11 mg/L’ nin altinda ve LOQ degeri ise 0,31 mg/L’ nin altinda
bulunmustur ki bu degerler bitki materyallerinde fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in

yeterlidir.

4.2. HPLC-UV-MS Metot Optimisazyonu

HPLC-UV-MS analizlerinde gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit,
katesin, vanilik asit, klorojenik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit,
ferulik asit, rutin, kuersetin, luteolin, apigenin, kamferol ve ramnetin olarak kullanilan 17
fenolik madde standardr icin elde edilen pik ¢oziintirliikleri kalitatif analiz i¢in uygun
bulunmustur (Sekil 12). Uygulanan kromatografik kosullar optimize edilerek ilgili
standartlarin tam olarak ayrimini saglayan kromatogram elde edilmesine karsin bu

standartlarin kantitatif degerlendirmesi yapilamamastir.

4.3. Bitki Orneklerinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonunun Optimizasyonu

Farkl1 ekstraksiyon kosullari i¢in belirlenen geri kazanim verilerini igeren Tablo 6 ve
Sekil 13’ e bakildiginda ortam pH’ sSinin her standart iizerinde farkli etki yaptigi
goriilmektedir. Ozellikle secimli ekstraksiyon ve pH degisiminin uygulandig: veriler
dikkate alindiginda benzoik asit tiirevleri olan gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik
asit, vanilik asit ve siringik asit i¢in asitligin hidroliz kosullari disinda ekstraksiyona
onemli bir etkisinin olmadig1 gdzlenmektedir. Ote yandan hidrolizde gallik asit, vanilik asit

ve siringik asitin geri kazanimlarinin distiigi gozlenmektedir. Sinnamik asit tiirevi olan
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Klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve o-kumarik asidin ise
birbirlerinden oldukga farkli cevaplar1 gozlenmistir. Kafeik asit, p-kumarik asit, o-kumarik
asit ve ferulik asit hidroliz ile belirgin sekilde artarken, klorojenik asitte, pH diisiisii ile
artan ancak hidroliz ile azalan geri kazanim verileri elde edilmistir. Katesin ve epikatesin
gibi flavanollerin ekstraksiyon geri kazanimlar1 ise pH’ nin diismesi ile dogru orantili
olarak diislis gostermistir. Flavonol tiirevleri olan rutin ve kuersetinin pH diisiisii ve se¢imli
ekstraksiyon ile geri kazanimlarinin diismekte oldugu gézlenmistir.

Sonuglara gére mevcut standartlar diistiniildiigiinde metanolik ekstraktlarin dogrudan
analizini temsil eden ilk siitundaki verilere gére pH degisimi ve se¢imli ekstraksiyona
gerek kalmaksizin numunelerin analiz edilip edilemeyecegi diistiniildiigiinde, metanolik
ekstraktlarin pek c¢ok diger ikincil metabolit gruplarim1i da igermeleri yiiziinden
kromatogramlarinin ¢ok kalabalik olmasi analizleri giiglestirdigi ve sonuglarin
giivenilirligini distirdiigii igin segimli ekstraksiyona gereksinim duyulacag: agiktir (Endale,
vd. 2005; Kim vd., 2006; Kader vd., 1996). Ayrica bitkilerin daha 6nce analiz edilen
orneklerinden kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve bunlarin hidroliz ile kirilabilen
tiirevlerinin numunelerde esas bilesen olarak gozlenmesi ve elimizde rutin disinda seker
grubu igeren fenolik bilesiklerin standartlari bulunmadigindan asit hidrolizi ve sonucunda
da numunelerin se¢imli olarak ekstraksiyona tabi tutulmalarina karar verilmistir. Hidroliz
isleminin gerekliligi ile ilgili ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Nuutila A.M. vd., 2002;
Haékkinen S., 2000).

Digitalis trojana’ nin Temmuz ay1 6rnegine ait dogrudan metanolik ekstraktinin
HPLC-UV (280nm) ve HPLC-MS kromatogramlarinda da goriildiigii gibi kalabalik bir pik
profilinin yanisira kromatogram baseline ¢izgisinde meydana gelen yiikselme piklerin
dogru karakterizasyonunu ve kantitatif analizi giiclestirmekte ve hatta sonuglarin
giivenilirligini diisiirmektedir (Sekil 14). Ote yandan Digitalis trojana’ nin Temmuz ay:
Ornegine ait asit hidrolizli ve pH=2" deki ekstraktlarin HPLC-UV kromatogramlarina
(Sekil 15) bakildiginda dietil eter ve etil asetat ile ardisik olarak uygulanan se¢imli
ekstraksiyonun  kromatogramda  baseline  ¢izgisinin  diizlesmesi ve  piklerin
¢ozlinirliiklerinin artmasina olanak sagladiklar1 gézlenmektedir. Kromatogramlardan yine
hidroliz sonucu elde edilen 6rnegin pH=2" ye gore daha yliksek miktarda fenolik bilesim
icerdigi de gézlenmektedir.

Digitalis trojana’ nin Haziran ay1 6rnegine ait asit hidrolizli ve pH=2’ de elde edilen
ekstraktlarmin HPLC-UV ve HPLC-MS kromarogramlar1 (Sekil 16) ve Agustos ay1
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orneklerine ait asit hidrolizli ve pH=2" deki ekstraktlarinin HPLC-UV kromarogramlari
(Sekil 17), hidroliz sonucu numunelerde mevcut olabilecek fenolik bilesik tiirevlerinin
parcalanmalar1 sebebi ile daha fazla miktarda fenolik bilesimin tespit edildigini
gOstermistir.

Tiim bu sonuclar 1s18inda hem sivi-sivi se¢imli ekstraksiyonun hem de hidrolizin
Digitalis tiirlerindeki fenolik bilesimin belirlenmesi agisindan uygun oldugu goriilmiistiir.
Boylece asidik hidrolizin ardindan seg¢imli ekstraksiyon uygulanmasi ile ayni sekilde
ekstrakte edilen oOrneklerin fenolik bilesimlerinin tiirden tiire ve mevsimsel olarak
degisimleri HPLC-UV yontemi ile hem kalitatif hem kantitatif olarak ve HPLC-MS
yontemi ile kalitatif olarak karsilastirilmigtir. Bunun yanisira kiitle spektrometresi ile
fenolik bilesiklerin tiirevlerinin hidroliz ile bozulmaksizin bitkideki orjinal yapilan ile
karakterize edilebilecekleri diisiiniilerek hem dogrudan ekstraksiyon drneklerinde hem de
pH=2 ortaminda eckstraksiyonu gergeklestirilen orneklerin igeriginin hidroliz ile
degisiminin gozlenmesi i¢in kiitle spektrometresinin (MS) sagladig1 yapisal aydinlatma
avantajlarindan faydalanilmistir. Ayrilan bilesenlerin kiitle spektrumlari kalitatif analiz igin
cok biiytik bir tistlinliik ve kolaylik saglamaktadir. Ayrica elektrosprey iyonlagma (ESI) ile

bu tiirlerin yapisal aydinlatilmasi da ilk kez bu ¢alismada gerceklestirilmigtir.

4.4. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerinin HPLC-UV Analizleri

Tiirlerden Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin ¢esitli yerlerden farkli
zamanlarda toplanan ornekleri ve diger tiirlerin kendi i¢lerinde ayni yerden fakat farkli
zamanlarda toplanan Orneklerinin ekstraktlar1 ayri ayri incelenmistir. Boylece Digitalis
ferruginea ssp. schischkinii’ nin toplanma yeri ve zamanina gore ve diger tiirlerin ise
toplanma zamanlarina gore fenolik bilesik igeriklerindeki degisim takip edilmistir. Aslinda
bu tiir bir karsilastirmanin daha saglikli olarak yapilmasi i¢in calisilan tiiriin ayni
kosullarda ve ayni iklimde yetistirilerek es zamanli olarak toplanip ¢alisilmasi gerekir. Zira
bitkinin iirattigi birincil veya ikincil kimyasallar, toprak yapisi, iklim, yagis rejimi gibi
faktorlere dogrudan baglidir. Bu ¢alismada sadece farkli zamanlarda 6rnekleme yapilmasi
hedeflenmis olup mevsimsel degisim ¢ok detayli olarak incelenmemistir. Zaten 6rneklerin

toplanma zamanlarindaki farkliliklarda bunu yansitmaktadir.
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4.4.1. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Ekstraktlardaki fenolik bilesimin yer ve zamana gore degisimini incelemek i¢in Rize,
Trabzon ve Bolu’ dan gesitli aylarda toplanan 6rneklerin analiz sonuglar1 Tablo 7 ve Sekil
18’ de verilmistir. Rize’nin Vercenik Yayla’ s1 ve Kaptanpasa Koyli’ ne ait hidrolizli
ekstraktlarda HPLC-UV analiz sonuglarina gore kafeik asitin belirgin sekilde en bol
bulunan fenolik bilesik oldugu gozlenmektedir (Tablo 7 ve Sekil 18). Digitalis ferrugine
ssp. schischkinii’ nin hidrolizsiz ekstraktlarinda en bol fenolik asidin p-OH benzoik asit
oldugu gozlenmektedir. Tiim Digitalis ferruginea ssp. schischkinii érneklerinin pH=2" deki
ekstraktlarini karsilastirdigimizda Abelat yaylasi 6rneginin p-kumarik asit ve ferulik asit
acisindan en bol 6rnek oldugu, digerlerinin ise toplanma yerleri arasinda mevcut fenolik
asitler acisindan Onemli farklarin olmadigi, oldukca benzer miktarlarda olduklar
gozlenmektedir. Bitkilerin toplandiklar1 yerlerin deniz seviyesinden yiiksekliklerinin
Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinin fenolik bilesimi agisindan etkili bir faktor
olmadig1 gozlenmistir.

Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinin arazi ornekleri ile doku kiltiirii
orneklerinin pH=2 ortaminda elde edilen ekstraktlarin HPLC-UV analizlerini
karsilastirdigimizda ferulik asitin doku kiiltiirii 6rneklerinde ve 6zellikle farklilasmamis
siyah ve yesil (KS, KYe) 6rneklerde ¢ok daha bol bulundugu tespit edilmistir. Kafeik asit
ve p-kumarik asit ise doku kiiltlirii Orneklerinde arazi oOrneklerine nisbeten daha az

miktarda gozlenmistir.

4.4.2. Digitalis ferruginea ssp. ferruginea Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Digitalis ferruginea ssp. ferruginea bitkisinin Haziran ve Temmuz aylarina ait
orneklerinin hidrolizli ekstraksiyonlarina bakildiginda yaklasik ayni miktarda kafeik asit
icerirlerken p-kumarik asitin Temmuz ay1 ferulik asitin de Haziran ay1 6rneklerinde daha
fazla bulundugu gozlenmektedir (Tablo 8 ve Sekil 19). Ote yandan pH=2" deki ekstraktlar
fenolik igerigine bakildiginda Haziran ay1 orneklerinde ii¢ fenolik asitin de Temmuz ay1

orneklerinden daha fazla oldugu gozlenmektedir.
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4.4.3. Digitalis trojana Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Digitalis trojana bitki 6rneklerinin Haziran, Temmuz ve agustos aylarina ait hidrolizli
ekstraktlarinin HPLC-UV analiz sonuglarina bakildiginda agustos ay1 6rneklerinin fenolik
bilesiminin daha zengin oldugu goriilmektedir (Tablo 9 ve Sekil 20). Bitkinin pH=2" deki
ekstraktlarina bakildiginda Haziran ayinda kafeik asit, Temmuz ayinda ferulik asit ve
agustos ayinda p-kumarik asitin en bol bulunan fenolik asit oldugu gozlenmektedir ve

Temmuz ve Agustos ay1 6rneklerinin ¢ok daha zengin oldugu gézlenmektedir.

4.4.4. Digitalis davisiana Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Digitalis davisiana bitkisinin Haziran, Temmuz ve Eyliil aylarina ait hidrolizli ve
hidrolizsiz ekstraktlarinin HPLC-UV analiz sonuclarina bakildiginda Haziran ay1
orneklerinin her iki tip ekstraksiyonda da en bol fenolik bilesime sahip olan &rnekleri
oldugu gozlenmektedir (Tablo 10 ve Sekil 21). Hidrolizli ekstraktlarda kafeik asit en bol
bilesen iken hidrolizsiz ekstraktlarda diger iki fenolik aside nispeten daha az miktarda

bulunmaktadir.

4.4.5. Digitalis lamarckii Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Agustos ve Eyliil aylarinda toplanan Digitalis lamarckii bitkisinin HPLC-UV analiz
sonuglarina bakildiginda Agustos ay1 hidrolizli ekstraktinda ¢ok yiiksek miktarda kafeik
asit ve yine yiiksek miktarlarda p-kumarik ve ferulik asitin bulundugu goriilmektedir.
Agustos ay1 ekstraktlarinda Eyliil ayma nispeten oldukg¢a fazla miktarda fenolik asit
bulundugu gozlenmektedir (Tablo 11 ve Sekil 22).

4.4.6. Digitalis cariensis Bitkisinin HPLC-UV Analizleri

Digitalis cariensis bitkisinin Haziran, Temmuz ve Eyliil ay1 hidrolizli ve hidrolizsiz
ektsraktlarina ait HPLC-UV analiz sonuglari incelendiginde Temmuz ay1 hidrolizli 6rnegin
en bol fenolik asit icerigine sahip ekstrakt oldugu goriilmektedir. Kafeik asitin hidrolizli
ekstraktlarda genel olarak bol bulundugu ancak Temmuz ay1 ekstraktinda en bol bulunan

bilesenin p-kumarik asit oldugu goriilmektedir (Tablo 12 ve Sekil 23).
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4.4.7. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii Bitkisinin Doku kiiltiirii Orneklerinin
HPLC-UV Analizleri

Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinden {iretilen doku kiiltiirlerinin pH=2"
de elde edilen ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin HPLC-UV analizleri sonucunda ferulik
asitin en bol gozlenen fenolik asit oldugu gozlenmektedir. Kiiltiir 6rnekleri aralarinda en
bol fenolik bilesen igerigine sahip olan farklilasmamis yesil (KYe) ve bunu takiben de
farklilasmamus siyah (KS) doku kiiltiirleri oldugu gézlenmektedir (Tablo 13 ve Sekil 24).

4.4.8. Digitalis Tiirlerinde Fenolik Bilesiklerin HPLC-UV Analizlerinin
Karsilastirilmasi

Onceki basliklarda ayr1 ayr1 incelenen Digitalis tiirlerinin tiir, ay ve yiikseklige gore
fenolik bilesimin degisiminin karsilastirilmasi i¢in tiirlerin hidrolizli 6rneklerindeki fenolik

bilesiklerin HPLC-UV analiz sonuglar1 Sekil 57° da verilmistir.
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Sekil 57. Digitalis tiirlerinin hidrolizli 6rneklerindeki fenolik bilesiklerin HPLC-UV analiz
sonuglari

Calisilan tiim Digitalis tiirlerinde kafeik asitin en yiiksek miktarda bulundugu ve
Digitalis lamarckii’ nin Agustos ay1 Orneginde de diger tiirlere gore en bol miktarda
oldugu HPLC-UV sonuglaria gore tespit edilmistir. Genel olarak fenolik bilesimin belli
bir ayda artigin1 veya diger aylara gore genel olarak daha yiiksek oldugunu séylemek
mevcut sonuglara gore zor olsa da Eyliil ay1 drneklerinde diger aylara nispeten diisiik

miktarda fenolik bilesim bulundugu sdylenebilir (Sekil 57).
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Tir, ay ve yikseklige gore fenolik bilesimlerin karsilagtirllmast pH=2" de

ekstraktlanan 6rneklerin verileri i¢in de yapilmis olup Sekil 58” de gosterilmistir.
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é 10 Kafeik asit
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Sekil 58. Digitalis tiirlerinin pH=2" deki ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin HPLC-UV
analiz sonuglari

Digitalis tiirlerinin hidrolizsiz ekstraktlarina bakildiginda tiirler arasinda DFfH-2
(Digitalis ferruginea ssp ferruginea’ nin Haziran ay1r 6rnegi) en zengin fenolik asit
icerigine sahip olan tiir olup en bol miktarda ferulik asit icerdigi goriilmektedir. Genel
olarak bakildiginda p-kumarik asit ve ferulik asit hidrolizsiz ekstraktlarda ana fenolik
asitler olarak goriilmektedir (Sekil 58).

4.5. Bitki Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerinin HPLC-UV-MS Analizleri

HPLC-UV sistemine (Waters) bagli bir Quattro ESI triple quadrupole mass
spektrometer (Micromass) kullanilarak tam tarama modu ile yapilan analizler sayesinde:

1. Digitalis tiirlerinin fenolik bilesiminin belirlenmesi igin daha 6nce yapilan HPLC-
UV analizleri kiitle dedektorii ile desteklenmistir. HPLC sistemi ile ayrilan bilesenlerin MS
dedeksiyonu asagida belirtilen cok 6nemli bazi analiz iyilestirmeleri saglamistir.

2. HPLC-UV ile tanimlanamayan pikler karakterize edilmistir.

3. Digitalis tiirlerinin HPLC-MS kromatogramlart HPLC-UV kromatogramlarindaki

piklerin tiimiinii icermekle birlikte UV’ de gbzlenme siniriin altinda olan bazi pikler de
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MS sayesinde gozlenebilmistir. Boylece UV’ de gozlenmeyen veya gozlenme sinirinin
altina diisen bilesiklerin de analizleri MS sayesinde ger¢eklestirilebilmistir.

4. Digitalis tiirlerinde mevcut olan fenolik bilesiklerin tiirevleri hidroliz 6ncesi ve
sonrasinda gergeklestirilen analizler ile karakterize edilmeye c¢aligilmistir.

5. Digitalis tiirlerinin fenolik bilesimi toplanma yeri, zamani ve tiirlerine gore
karsilastirilmistir.

Ornek olarak DfsVA-H, DFsBT-2 ve DFsKH-H ekstraktlarma ait HPLC-UV ve
HPLC-MS kromatogramlarinin genel profillerini inceleyecek olursak hidroliz sonucunda
hem erken hem de gec gelen piklerin sayilar1 gibi konsantrasyonlarinda da belirgin artis
oldugu goriilmektedir (Sekil 25, 26 ve 27).

Hidrolizden sonra erken gelen piklerin esas olarak fenolik asitlerden olustugunun
belirlenmesi asit hidrolizi ile ¢esitli fenolik asit tiirevlerinin pargalanarak bu fenolik asit
cekirdeklerinin ortaya ciktiklarin1 gostermektedir. Seker gruplart yiliksek polarliklart
nedeniyle baglandiklar1 fenolik bilesigin daha erken elue edilmesine neden olmaktadir. Bu
yiizden hidroliz sonucunda kromatogramin ge¢ gelen kisminda pik yogunlugunun artmasi,
glikozidik flavonoidlerin seker gruplarinin kirilip aglikonlarinin ya da daha az sayida seker
grubu igeren bilesiklerinin agiga ¢ikmasi ile agiklanabilir (Sekil 28 ve 29). Ancak bazi
glikozidik baglarin hidroliz ile tamamen kirilmadiklar1 da gozlenen sonuglardandir. Her ne
kadar mevcut yontemler ile seker gruplarin tiirleri ve baglanma yerleri tespit edilemese de
glukuronitler gibi bazi seker gruplarimin asit hidrolizine kars1 direngli olduklar
bilinmektedir (Robards K. ve Antolovich M., 1997). Bu da hidrolizden 6nce ve sonra
falvonoid-glukuronitlerin gozlenmelerinin agiklamaktadir.

Tiim bu HPLC-UV ve HPLC-MS analizleri 1s18inda ekstraktlarda gozlemlenen
polifenolik bilesikler, fenolik asitler, flavonoid aglikonlar1 ve flavonoid tiirevleri olarak ii¢

grup halinde toplanabilir.

45.1. Fenolik Asitler

Erken gelen piklerin fenolik asitlerden kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit
oldugu daha 6nce HPLC-UV sisteminde tespit edildigi gibi HPLC-MS sistemi ile elde
edilen kiitle spektrumlari ile de onaylanmistir ve Sekil 30, 31, 32, 33 ve 34’ de verilmistir.
Kiitle spektrumlarinin degerlendirilmesinde mevcut yapilarin muhtemel fragmentasyonlari

ve literatiir verileri (Bravo vd., 2006) kullanilmistir.
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1. Protokatekuik asit: 8,21 dk. alikonma zamanina ve 153 akb’li bir negatif iyon [M-
H] e sahiptir (Sekil 30). Spektrumdaki 153 m/z ve 109 m/z arasindaki 44 akb kaybi
protokatekuik asidin dekarboksilasyonu sonucu [(M-H)-CO;] fragment iyonuna karsilik
gelir.

2. p-OH Benzoik asit: 13,86 dk. alikonma zamanina ve 137 akb’li bir negatif iyon
[M-H] e sahiptir (Sekil 31). Spektrumdaki 137 m/z ve 93 m/z arasindaki 44 akb kayb1 p-
OH benzoik asidin dekarboksilasyonu sonucu [(M-H)-CO]" fragment iyonuna karsilik
gelir.

3. Kafeik asit: 19,41 dk. alikonma zamanina ve 179 akb’li bir negatif iyon [M-H] e
sahiptir (Sekil 32). Spektrumdaki 179 m/z ve 135 m/z arasindaki 44 akb kaybi kafeik
asidin dekarboksilasyonuna karsilik gelir.

4. p-Kumarik asit: 25,25 dk. alikonma zamanina ve 163 akb’li bir negatif iyon [M-
H] e sahiptir (Sekil 33). Spektrumdaki 163 m/z ve 119 m/z arasindaki 44 akb kaybi p-
kumarik asidin dekarboksilasyonuna karsilik gelir.

5. Ferulik asit: 28,09 dk. alikonma zamanina ve 193 akb’li bir negatif iyon [M-H] e
sahiptir (Sekil 34). Spektrumdaki 193 m/z ve 149 m/z arasindaki 44 akb kaybi ferulik
asidin dekarboksilasyonuna karsilik gelir.

6. Trans-ferulik asit: Fenolik asitlerde standartlar ile ortiisen yukaridaki bes fenolik
aside ilaveten standardi olmayan ancak kiitle spektrumu ile tanimlanan bir fenolik asit;
trans-ferulik asit olarak tanimlanmistir. Bu tiir 31,26 dk. alikonma zamanina ve ferulik asit
gibi 193 akb’li bir negatif iyon [M-H] e sahiptir.

Micromass HPLC-UV-MS sistemi ile elde edilen kromatogramlardaki pik alanlari
tirlerin fenolik bilesimlerinin karsilastirilmast i¢in kullanilmistir. Tablo 14° den de
anlasilacagi gibi hidrolizli orneklerde trans-ferulik asit miktarr biiylik artis gostermistir.
HPLC-UV analizlerinde gézlendigi gibi HPLC-MS analizlerinde de yine kafeik asit, p-
kumarik asit ve ferulik asidin hidroliz sonucunda artislar1 goézlenmistir. Pik alanlar
kullanilarak ayrica hidrolizli ve hidrolizsiz ekstraktlar arasinda istatistiksel karsilagtirma
yapilmis ve kafeik, p-kumarik ve trans-ferulik asit i¢in T testine gore anlamli fark
bulunmus ve sirasiyla p= 0,001; 0,029 ve 0,004 degerleri bu fenolik asitlerin hidroliz ile
belirgin sekilde arttiklarini gdstermistir. Ferulik asit icin de Mann Whitney U testi ile
anlamli fark bulunmustur (p=0,004).

HPLC-MS ile hidrolizden 6nce ve sonraki analizler sonucunda gézlenen bu anlaml

farklar ¢alisilan Digitalis tiirlerinin kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asidin yanisira
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trans-ferulik asidin de ¢esitli tiirevlerini ihtiva ettiklerini ve asidik hidroliz sayesinde bu

tiirevlerin pargalanarak trans-ferulik asidin olustugunu gdstermektedir.

4.5.2. Flavonoid Aglikonlar:

Flavonoid aglikonlar1 olarak fisetin, luteolin, apigenin, kamferid ve ramnazin kiitle
spektrumu ile karakterize edilmislerdir. Bu aglikonlarin standardi olan luteolin ve
apigeninin karakterizasyolart hem alikonma zamanlari hemde kiitle spekrumlar1 ile
karsilastirilarak yapilmistir. Fisetin, kamferid ve ramnazin ise kiitle spektrumlart ve
alikonma davraniglari literatiir ile karsilagtirilarak karakterize edilmislerdir (Marzouka vd.,
1999; Fabre vd., 2001; Lai vd., 2007; Benavides vd., 2007; Petroviciu vd., 2010).

1. Fisetin: Bir flavonol olan fisetin 33,23 dk. alikonma zamanina ve 285 akb’li bir
negatif iyon [M-H] e sahiptir (Sekil 35). Ters faz sivi kromatogfarisinde luteolinden 6nce
eliie edilmektedir.

2. Luteolin: Yaygin bir flavon olan luteolin 35,82 dk. alikonma zamani standard ile
ortismektedir (Sekil 36). Ekstraktlarda 285 akb’li bir negatif iyon [M-H]  ile belirlenmistir
ve 570 akb luteolinin dimerine ait fragment iyonuna karsilik gelir.

3. Apigenin: Bir flavon olan apigeninin 36,40 dk. alikonma zamani standardi ile
ortiismektedir (Sekil 37). Ekstraktlarda 269 akb’li bir negatif iyon [M-H]" ile belirlenmistir
ve 538 akb, apigeninin dimerine ait fragment iyonudur.

4. Kamferid: 4'-Metilkamferol olarak adlandirilan kamferid bir O-metil flavonoldiir.
Kromatogramda alikonma davranist ve spektrumu literatiir ile karsilagtirilarak karakterize
edilmistir. Kromatogramda 36,68 dk. alikonma zamanina ve 299 akb’li bir negatif iyon
[M-H] e sahiptir (Sekil 38). Fragment iyon piki olan 284 akb [(M-H)-CHs] iyonuna
karsilik gelirken 15 akb kayip metil grubundan kaynaklanmaktadir.

5. Ramnazin: ki metoksi grubu igeren bir O-metil flavonoldiir. Metil gruplarmin
polariteyi diisiirmelerinden dolay1 kromatogramin en ge¢ gelen molekiiliidiir. Alikonma
stiresi 36,98 dk. ve 329 akb’li bir negatif iyon [M-H]’e sahiptir (Sekil 39).
Kromatogramda alikonma davranisi1 ve spektrumu literatiir ile karsilastirilarak karakterize
edilmistir.

Micromass HPLC-UV-MS sistemi ile elde edilen kromatogramlardaki pik alanlari
Tablo 15’ de tiirlerin flavonoid aglikonlarinin karsilastirilmasi i¢in verilmistir. Pik alanlari

kullanilarak hidrolizli ve hidrolizsiz ekstraktlar arasinda istatistiksel karsilagtirma
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yapilmistir. Kamferid i¢in T testine gore, anlamli fark bulunmus (p=0,000) ve hidrolizli
ekstraktlarda fazla ¢ikmistir. Fisetin i¢in Mann Whitney U testine gore fark goriilmiis
(p=0,016) ve hidrolizi tercih ettigi belirlenmistir. Boylece bu flavonoidlerin Digitalis
tiirlerinde asidik hidroliz ile kirilabilen tiirevleri formunda bulunduklar: belirlenmistir.
Digitalis ferruginea ssp schischkinii’ nin arazi oOrnekleri ve doku kiiltiiri
orneklerinde mevcut flavonoid aglikonlar1 karsilastirildiginda doku kiiltiirii 6rneklerinde
cok daha kiiciik pik alanlar1 gézlenmistir. Ancak kiigiik pik alanlarma ragmen kalitatif
olarak arazi Orneklerinde belirlenen flavonoid aglikonlari hemen hemen tiim kiiltiir
orneklerinde gozlenmistir. Bu da kiiltirlerinin ilgili arazi 6rnekleri ile benzer flavonoid
icerigine sahip olduklarmin bir gostergesidir. Doku kiiltiirii 6rnekleri kendi iglerinde
flavonoidler cinsinden karsilastirildiginda ise farklilasmamis yesil (KYe) ve koklesmis

(KK) 6rneklerinin en kiigiik pik alanlarina sahip olduklar1 goriilmektedir.

4.5.3. Flavonoid Tirevleri

HPLC-UV-ESI-MS ile full tarama modunda yalnizca molekiiler iyon piki
gozlenmektedir. Sekil 49, 41 ve 42’ de sirastyla DTH-2 ekstraktina ait [M-H] = 461,57,
DLA-H ekstraktina ait [M-H]= 477,38 ve DDH-H ekstraktina ait [M-H]'= 489,43
molekiiler iyonlarii gosteren kiitle spektrumlar1 glikozidik flavonoidlere aittir. Ancak ayni
kiitleye sahip olabilecek birden fazla glikozidik flavonoidin kiitle spektrumlar
fragmentlerinin eksikliginden dolayr aymi olacagindan karakterize edilmeleri oldukga
giigtiir. Ornegin [M-H]'= 461,57, kamferid heksoz, isorhamnetin deoksiheksoz veya
ramnazin pentoz olabilir. Bunun gibi diger molekiiler iyonlarinda alikonma profillerinden
hangi flavonoidin seker bagli tiirevi oldugu tahmin edilebilecek olsa da bu giiglii bir
karakterizasyon saglanamaz. Bundan dolay1 Quattro ESI triple quadrupole mass
spektrometer (Micromass) bagli HPLC-UV sistemi ile HPLC-UV-ESI-MS-MS modunda
molekiiler iyonlara ait fragment analizi yapilmistir. Tespit edilen fragmentler araciligi ile
pikler karakterize edilmeye c¢alisilmistir. (Micromass) HPLC-UV-ESI-MS-MS modunda
yapilan analizler ayrica HPLC-UV sistemine bagli LCQ iyon tuzakli ESI-MS sisteminin
full tarama modunda ve ayrica % 35 ¢arpisma enerjisi ile elde edilen fragmentler sayesinde
glikozidik flavonoidlerin karakterizasyonu giiclendirilmistir. Karakterize edilen piklerin
isaretlendigi kromatogramlar ornek olarak Sekil 43, 44, 45 ve 46°da verilmistir. Burada

flavonoid tiirevleri, cesitli glikozidik tiirevleri olan diheksozlar, heksozlar, glukuronitler,
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asetil glikozitler, heksoz-deoksiheksozlar ve deoksiheksozlar ve flavonoidlerin kuinik asit
tiirevleri olarak siniflandirilmistir.

1. Diheksozlar: U¢ Isorhamnetin-diheksoz’dan isorhamnetin-diheksoz-1’ e ait kiitle
spektrumu Sekil 47°de gosterilmistir. Alikonma zamani1 19,7 dk olup 639 akb igeren [M-
H]" iyonuna sahiptir. Uygulanan %35 CID sonucunda 6nce heksoza karsilik gelen 162 akb
kayb1 goriiliir ve bu lineer diheksoz modeline uygun olarak ayni kiitlede diger bir heksozun
kaybi takip eder (Hakkinen ve Auriola, 1998).

2. Heksozlar: Kuersetin, luteolin, isorhamnetin ve kamferid’e ait heksozlar
karakterize edilmistir. Temsilen luteolin-heksoz’a ait kiitle spektrumu Sekil 48°de
verilmistir. Alikonma zamanmi 25,3 dk olup 461 akb olan [M-H] iyonuna sahiptir.
Uygulanan %35 CID sonucunda heksoza karsilik gelen 162 akb kaybi gozlenmistir (Lai
vd., 2007).

3. Glukuronitler: Apigenin, isorhamnetin, kamferid ve ramnazin flavonoidlerine ait
glukuronitler karakterize edilmistir. Apigenin glukuronide ait kiitle spektrumu 6rnek olarak
Sekil 49’da verilmistir. Alikonma zamani 31,4 dk olup 445 akb olan [M-H] iyonuna
sahiptir. Uygulanan %35 CID sonucunda glukuronide karsilik gelen 176 akb kaybi
gozlenmistir (Lai vd., 2007).

4. Asetil glikozitler: Isorhamnetin ve kamferole ait asetil glikozitler tespit edilmistir.
Ornek olarak kamferol asetil glikozit-1’in %35 CID ile elde edilen kiitle spektrumu Sekil
50’ de verilmistir. Alikonma zamani 44,9 dk olup 489 akb olan [M-H]" iyonuna sahiptir.
Uygulanan %35 CID sonucunda asetil-glikozit’e karsilik gelen 204 akb kaybr ile 285akb
olan kamferoliin [M-H] iyonu gozlenmistir (Lai vd., 2007).

5. Heksoz-deoksiheksozlar: ~ Yalnizca  kamferol-heksoz-deoksiheksoz  tespit
edilmistir. Alikonma zamani 48,3 dk olup 593 akb olan [M-H]" iyonuna sahiptir (Sekil 51).
Uygulanan % 35CID sonucunda deoksiheksoz’a karsilik gelen 146 akb kaybr ile 447 akb
heksoz’a karsilik gelen 162 akb kaybi ile 285 akb olan kamferolin [M-H] iyonu
gozlenmistir (Lai vd., 2007).

6. Deoksiheksozlar: Alikonma zamani 30,3 dk olan luteolin-deoksiheksoz tesbit
edilen tek deoksiheksoz tiirevidir. 431 akb olan [M-H] iyonuna sahiptir (Sekil 52).
Uygulanan %35 CID sonucunda deoksiheksoz’a karsilik gelen 146 akb kaybr ile 285 akb
olan luteolin [M-H] iyonu gozlenmistir (Lai vd., 2007).

7. Kuinik asit: Kamferol ve isorhamnetine ait olmak iizere iki flavonoid kuinik asit

gdzlenmistir. Ornek olarak isorhamnetin-kuinik asit 44,6 dk alikonma zamanina ve 489
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akb olan [M-H]" molekiiler iyonuna sahiptir (Sekil 53). Uygulanan %35 CID sonucunda
kuinik asite karsilik gelen 174 akb kaybi ile 315 akb [M-H] gozlenmistir (Lai vd., 2007).

Literattirde Digitalis tiirlerinin fenolik bilesimleri {izerine yapilan ¢alismalar sonucu
genellikle izole edilen kafeik asit ve ferulik asidin ¢esitli feniletanoid ve fenilpropanoid
glikozitleri NMR, UV ve MS ile analiz edilmislerdir (Matsumoto vd., 1987; Baudouin vd.,
1988; Zhou vd., 1998; Calis vd., 1999; Taskova vd., 2005; Lee vd., 2006).

Bu calismada HPLC-UV ile fenolik bilesik standartlar1 kullanilarak bitki
orneklerindeki fenolik bilesim belirlenmeye ¢alisildig i¢in 6zellikle hidroliz sonucunda
aciga c¢ikan kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asitin hangi glikozitlerinin kirilip ¢ekirdek
fenolik aside doniistiigiiniin belirlenmesi hedeflenmemistir. Ancak HPLC-UV ile bitki
orneklerinin baglica hangi fenolik bilesik ve tiirevlerini icerdikleri belirlenirken HPLC-MS
sayesinde de baslica hangi flavonoid ve bunlarin glikozidik tiirevlerini igerdikleri
karakterize edilmistir. Flavonoid tiirevlerindeki seker gruplarinin karakterizasyonu igin
yeterli veri elde edilememis, standart seker bagli flavonoidler de mevcut olmadiginda
sekerler karbon sayilarina gore karakterize edilmislerdir. Calismada analiz edilen tiirlerin
seker gruplar1 agisindan oldukca zengin olduklar1 goézlenmistir. Calisilan toplam 6 tiirde
oldukca benzer seker gruplar1 gézlenmesi burada ¢alisilmayan diger Digitalis tiirleri ile de
benzer olabileceklerini gostermektedir. Bu durumda Digitalis’ e ait herhangi bir tiiriin
seker gruplar iizerine yapilan c¢alismalar diger tiirlerin seker gruplarinin belirlenmesi
acisindan da Onemli veriler saglamaktadir. Hensel ve arkadaslarinin (1998) Digitalis
purpurea yapraklart ve Digitalis lanata kiiltiir hiicrelerinde yaptiklari polisakkarit
analizleri sonucunda ¢esitli arabinogalaktan, glukomannan, ramnogalakturonan,
arabinoksiloglukan, kisilan ve di-deoksi seker gruplari tanimlanmistir ve sekerlerce
oldukca zengin olduklar1 gézlenmistir.

Sonuglar ayrica istatistiksel olarak da degerlendirilmistir. Genel olarak asidik
hidroliz ve hidrolizsiz ekstraksiyon kosullarinin fenolik bilesik iirlinleri karsilastirildiginda
anlamli fark bulunmustur. Genel olarak fenolik asit ve flavonoid g¢ekirdek yapilarinin
asidik hidroliz kosullarinda miktarlarinin anlamli sekilde fazla olusu beklenen bir sonug
olup cesitli tiirevlerin hidroliz sonucu pargalanarak {iriin olarak fenolik bilesiklerin aciga
ciktigmin bir gostergesidir. Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda karakterize edilen
glikozidik falavonoidlerden isorhamnetin-diheksoz-1, isorhamnetin-diheksoz-2 luteolin-
glukuronit, apigenin-glukuronit ve kamferid-heksoz i¢inde anlaml farklar elde edilmis ve

pH=2 kusullarinda elde edilen ekstraktlarda daha fazla miktarda bulunmuslardir. Bu da
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yine pH=2" de par¢alanmadan muhafaza edilebilirlerken hidrolizle parcalanmalari sonucu
glikozidik flavonoidlerin miktarlarinda diisiis oldugunu gostermektedir. Glikozidik yapilar
cekirdek yapilara gore daha polar olduklarindan kromatogramin 6nde gelen kisimlarinda
gozlenmektedirler. Ote yandan kamferol-kuinik asidin hidroliz sonucunda daha fazla
gozlenmesi ve pH=2"de erken elue edilen glikozidik tlirevinin gézlenmemesi glikozidik bir
tirevinin pargalanmigs olma ihtimalini zayiflatmakta ki olas1 tiirevininin glikozidik
olmadigini goéstermektedir.

Digitalis ferruginea ssp. schischkinii bitkisinin arazi ve doku kiiltlirii 6rnekleri
flavonoid tiirevleri cinsinden karsilagtirildiginda; arazi orneklerinde gozlenen flavonoid
tiirevlerinin hemen hemen tamamu kiiltiir 6rneklerinde de gézlenmistir. Pik alanlar1 olarak
bakildiginda kiiltiir 6rnekleri genel olarak daha kiiclik pik alanlar1 sergilerken 6zellikle
farklilasmamig siyah (KS) ve faklilasmamis yesil (KYe) orneklerinin pik alanlarinin arazi
orneklerine olduk¢a yakin olduklari hatta bazi flavonoid tiirevleri agisindan arazi

orneklerinde daha biiyiik pik alanlarina sahip olduklar1 tespit edilmistir.

4.6. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii Bitkisindeki Kardenolitlerin HPLC-
DAD Analizleri

HPLC-DAD sisteminde kardenolit standartlarinin analizleri i¢in tekrarlanabilirlik ve
degisen konsantrasyona karsi dogrusal cevap olarak optimize edilen metot bitki
ektraktlarinda kardenolitlerin analizi i¢in uygun bulunmus ve Digitalis ferruginea ssp.
schischkinii bitkisinin yaprak, c¢icek ve petiyol kisimlarindan elde edilen ekstraktlar bu
kosullarda analiz edilmistir (Tablo 24). Tablo 25° de ekstraktlarda gozlenen standartlarin
miktarlari hem mg/L, hem de 1 kg kuru bitki materyaline karsilik gelen mg kardenolit
miktar1 olarak verilmistir. Sonuglar bitkinin kisimlar1 arasinda yaprak kisminin
kardenolitler agisindan en zengin kisim oldugunu gostermektedir. Bitkinin genel olarak en
cok lanatosit C igerdigi ve en bol olan yaprak kisminda 861,40 mg/kg kuru agirlik olarak
tesbit edilmistir.

Digitalis’ in ¢esitli tiirlerinde yapila gelmis kardiyak glikozit izolasyonu ve analizleri
sonucunda tanimlanan yeni kardiyak glikozitleri ilk izole edildikleri tiiriin adim
almiglardir. Ornegin Lanatozit C, Digitalis lanata’ da izole edilerek adlandirilmistir. Yine
digoksin, digitoksin ve gitoksin gibi kardiyak glikozitleri Digitalis tiirlerinde yaygin
gozlenmektedir (Braga vd., 1997).
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4.7. Bitki ekstraktlarinda Spektrofotometrik Toplam Fenolik Madde Tayini

Digitalis tiirlerinin metanolik ekstraktlarinin direkt olarak spektrofotometrik toplam
fenolik madde tayininin yanisira hem pH=2’de hem de hidrolizli se¢imli ekstraksiyona
maruz birakilan 6rneklerinde toplam fenolik madde tayinleri yapilmis ve sonuglari gallik
asit ve katesin ekivalent olarak verilmistir. Burada birim olarak mg toplam fenolik/g
numune madde kullanilmistir. Kullanilan standartlar gallik asit ve katesin arasinda toplam
fenolik madde cinsinden korelasyon 1 bulunmustur.

Tiirlerin dogrudan metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlarina
bakildiginda tiirler arasinda Digitalis davisiana tiiriinde ve ozellikle Eyliil ayinda en
yiiksek oldugu (34,11 mg GAE/ g numune) goriilmektedir. Aylara gore tiirlere genel olarak
bakildiginda ise Haziran ve Temmuz aylar1 arasinda Temmuz ayinin daha yiiksek oldugu
cikarilabilirken Temmuz, Agustos ve Eylill aylari arasinda belirgin bir farklandirma
yapilamamigtir.

Hidrolizli ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarina baktigimizda Digitalis
cariensis’ in Eyliil ay1 6rneginde en yiiksek oldugu (35,01 mg GAE/ g numune) ve bunu
takiben Digitalis davisiana ve Digitalis lamarckii 6rneklerinde genel olarak yiiksek oldugu
goriilmektedir. pH=2 kosullarindaki ekstraktlarda ise Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’
nin Abelat yaylas: eyliil ay1 6rneginde en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 (7,19 mg
GAE/ g numune) tespit edilmistir. Spektrofotometrik toplam fenolik madde tayini
sonuglar1, fenolik asitlerin HPLC-UV analiz sonuglar1 ile karsilastirildiginda benzer
profiller gozlenmemektedir. HPLC-UV sonuglarinda mevcut fenolik asitler agisindan en
zengin tirtin Digitalis lamarckii oldugu, davisiana ve cariensis’ in en diisiik olduklar
gozlenmektedir. Oyleyse toplam fenolik madde miktari1 bu denli degistiren tiirlerin
flavonoidler yada ¢aligmada hem MS hemde UV dedektorii ile gozlenemeyen fenolik
bilesikler oldugu c¢ikarilabilir. Flavonoidler i¢in elde edilen pik alanlari toplamlarina
bakildiginda hem hidrolizli hemde hidrolizsiz ekstraktlarda en yiliksek degerde olan
Digitalis trojana Temmuz ay1 ekstraktidir. Ayni tiiriin toplam fenolik madde miktar
cinsinden degerlerine bakildiginda hidrolizsiz ekstraktinda ortalama bir degerde iken
hidrolizli ekstraktinin diger tiirler arasinda diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica HPLC-UV
ile analiz edilen fenolik asit miktarlar1 da diger ekstraktlara gére ortalama hatta daha diisiik

degerde bulunmustur.
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Buradan da iki 6nemli yorum yapilabilir. ilki kromatografik analizlerde heniiz
belirlenemeyen bazi bilesenlerin de oldugu, ikincisi ise Folin reaktifi ile yapilan toplam
fenolik madde miktar1 belirlenmesinde gercek fenolik madde igeriklerinden daha yiiksek
degerler elde edildigidir. Bu konu tez ¢alismasinin devaminda derisimi tam olarak bilinen
standart karigimlar kullanilarak test edilebilir. Ancak dogrudan bitkiden yapilan
ekstraksiyonda sadece fenolik bilesiklerin degil bitkini yapisindan gelen diger bilesenlerin

matriks veya sinerjik etkilerinin de g6z ardi1 edilmemesi gerekir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Digitalis tiirlerinin kromatografik analizleri bu tiirlerde mevcut olan fenolik
bilesiklerin ve kardiyak glikozitlerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.

Fenolik bilesimin belirlenmesinden 6nce ekstraksiyon kosullari optimize edilmis ve
metanol ile elde edilen ekstraktlara asidik hidroliz ve ardindan sivi-sivi segimli
ekstraksiyonunun uygulanmasi uygun gorilmiistiir. Ekstraksiyonlar tiirlerin fenolik
igeriginin tespiti ic¢in yeterli ipuglart elde etmek amaciyla hidrolizsiz olarak da
gerceklestirilmistir. Fenolik bilesiklerin HPLC-UV analizleri neticesinde bu tiirlerin
baslica li¢ hidroksi sinnamik asit; p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve bunlarin asidik
hidroliz ile ¢ekirdek fenolik asitlere parcalanan tlirevlerini igerdikleri belirlenmistir.
Standartlari mevcut olmayan flavonoidlerin ¢esitli glikozidik veya glikozidik olmayan
tirevleri HPLC-MS metoduna gore kalitatif olarak belirlenmistir. Tiirlerin ekstreleri hem
hidrolizli hemde hidrolizsiz olarak hazirlanip fenolik bilesik tiirevlerinin degisimi ile
hidrolize verilen cevap HPLC-MS kromatogramlarinda gozlenmeye ¢alisilip bilesiklerin
karakterize edilmelerinde Onemli veriler saglanmigtir. HPLC-MS sonuglarina gore
Digitalis tiirlerinin ¢esitli ekstraktlarinda baslica fisetin, luteolin, apigenin, kamferid ve
ramnazin aglikonlar1 ve bunlarin diheksoz, heksoz, glukuronit, asetil glikozit ve
deoksiheksoz kuinik asit bagli tiirevleri karakterize edilmistir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda glikozitlerin detayli tanimlanmasi miimkiin olamamustir.
Flavonoid tiirevlerinin karakterize edildigi bu calisma 1s1ginda hidroliz kosullarinin
degistirilip her bir degisim sonucunda HPLC-MS sonuclarinin incelenmesi ile glikozit
tirevlerinde glikozitlerin tiirli ve hatta flavonoid c¢ekirdeklerine baglanma yerlerinin tespiti
miimkiindiir.

Mevcut ¢aligmada Digitalis ferruginea ssp. schischkinii tiiriiniin hem arazi 6rnekleri
hem doku Kkiiltiir Orneklerinde fenolik bilesikler analiz edilmislerdir. Doku kiiltiir
orneklerinde de arazi 6rneklerine benzer fenolik bilesik profilleri gézlenmistir. Kafeik asit
ve p-kumarik asit doku kiiltiirii 6rneklerinde arazi orneklerine nisbeten daha az miktarda
bulunurken ferulik asitin doku kiiltiirii 6rneklerinde ve 6zellikle farklilagmamis siyah ve
yesil (KS, KYe) orneklerde cok daha bol bulundugu tespit edilmistir. Ayrica doku
kiiltiirleri flavonoidler ve flavonoid tiirevleri acisindan arazi Ornekleri kadar olmasa da

olduk¢a zengin bulunmustur. Tez caligmasi siiresince doku kiiltiir ortami degistirilerek
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ikincil metabolitlerden fenoliklerin {iretim verimi degerlendirilememistir, ancak oldukca
zengin bir igerigin elde edildigi bu g¢alisma daha ileri tasinarak fenoliklerin iiretim
verimleri artirilabilir. Ozellikle dogadaki popiilasyonlar: gittikge daha azalan endemik
tiirlerin tarimsal uygulamalara alternatif yollarla tiretilmesi ve bu sekilde 6zellikle 6nemli
sekonder metabolitlerin iiretilmesi bakimindan, doku kiiltiirii ¢aligmalarinin verimliligi
biiylik 6nem arz etmektedir.

Digitalis ferruginea ssp. schischkinii tiiriniin arazi 6rneklerinin kardiyak glikozitleri
HPLC-DAD sistemi ile belirlenmistir. Bitkinin yaprak, ¢igek ve petiyollerinde Lanatosit C,
digoksin ve digitoksinin tespit edilmis ve bitki kardiyak glikozitleri agisindan en zengin
olan yaprak kisminda sirasiyla 86,14; 20,8; ve 15,43 mg/L olarak bulunmuslardir. Tez
kapsaminda fenolik bilesikleri ¢alisilan Tirkiye’ ye endemik dort Digitalis tiiriiniin
(trojana, davisiana, cariensis ve lamarckii) kardiyak glikozitlerinin in-vitro {iretimleri
1060470 nolu Tiibitak projesi kapsaminda ¢aligilmistir.

Digitalis tiirlerinin ekstraktlarinda spektrofotometrik toplam fenolik madde tayini
yapilmustir. Sonuglar pH=2 ortaminda daha genis 6rnek yelpazesinde degerlendirildiginde
Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin Abelat yaylasindan toplanan 6rneginde en
yiiksek fenolik bilesim belirlenmis olup bu tiirii Digitalis lamarckii ve Digitalis cariensis
takip etmektedir. Toplam fenolik madde miktarlar1 Digitalis davisiana tiiriinde diger
tirlere nispeten daha az bulunmustur. Digitalis ferruginea ssp. schischkinii’ nin doku
kiiltiiri 6rneklerinden farklilasmamis yesil (KYe) Orneginde arazi Orneklerine benzer
miktarda fenolik madde tespit edilirken genel olarak arazi Orneklerinden daha diisiik
miktarda fenolik madde igerigi bulunmustur. Sonuglar doku kiiltiirii ¢alismalar1 agisinda

oldukga iimit vericidir.
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