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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ENGINAR (CYNARA SCOLYMUS L.) YAPRAGINDA FENOLIK MADDE
ANALIZLERI VE ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYINI

Ahmet ULUAD

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Saliha SAHIN

Enginar (Cynara scolymus L.) giiney Akdeniz kokenli Afrikanin kuzey bolgesinde
yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yakin donemdeki ¢aligmalar enginar brakte yapragi
ekstraktinin antioksidan, antikarsinojen, antigenotoksik, antibakteriyel, kolesterol
diisiiriicti, ditiretik ve koleretik aktivite iceren 6dnemli tibbi bulgulara sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica enginar yapraginda bulunan kafeol kuinik asit tiirevleri ve luteolin
glikozitlerinin giiclii antioksidan etkiler gosterdigi bir ¢ok ¢alismada raporlanmistir.

Tiirkiye’de yetistirilen enginar basinin dig tarafindaki brakte yapraklarinda bulunan
fenolik bilesikler HPLC-ESI-QTOF-MS teknigi ile belirlenmistir. Enginarin brakte
yapraginda 31 adet fenolik bilesigin tespiti kullanilan teknigin olduk¢a faydali oldugunu
bizlere kanitlamistir. Fenolik bilesiklerden 19 tanesi kantitatif olarak tespit edilirken, 12
tanesi kalitatif olarak belirlenmistir. Enginar yaprag: ekstraktlarindaki temel bilesikler;
luteolin, apigenin, naringin ve kamferol olarak belirlenmistir. Enginar yapraginin %70
metanol ekstraktindaki temel fenolik bilesiklerin miktarlari; luteolin (80,33 mg/kg kuru
madde), apigenin (110,25 mg/kg kuru madde), naringin (25,00 mg/kg kuru madde) ve
kamferol (80,44 mg/kg kuru madde) olarak bulunmusgtur.

Ayrica bu tez kapsaminda enginar basinin disg tarafindaki brakte yapraklar
ekstraktlarinin antioksidan kapasite tayinleri CHROMAC yontemi ve toplam fenolik
madde tayinleri de Folin-Ciocalteu yontemi ile gerceklestirilmistir. Calismalar sonucu
antioksidan kapasite degerleri ile toplam fenol degerleri arasinda dogrusal bir iligki
gozlenmistir. Aragtirma sonucu elde ettigimiz veriler enginar brakte yapraginin zengin
bir antioksidan kaynag1 oldugunu kanitlamistir.

Anahtar kelimeler: Enginar, Cynara scolymus, brakte yaprak, LC-QTOF-MS, fenolik
bilesikler, toplam fenol, antioksidan kapasite, CHROMAC.

2017, ix + 54 sayfa.



ABSTRACT
Msc Thesis

ANTIOXIDANT CAPACITY ASSAY AND ANALYSIS OF PHENOLICS IN
ARTICHOKE (CYNARA SCOLYMUS L.) LEAF

Ahmet ULUAD

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Saliha SAHIN

Artichoke (Cynara scolymus L.) is an ancient gramineous perennial plant, originating
from the southern Mediterranean district of North Africa. Recently, many studies have
shown that artichoke leaf extracts have major medicinal properties, including
antioxidative, anticarcinogenic, antigenotoxic, antibacterial, cholesterol-lowering,
diuretic and choleretic activities. Otherwise, the biological activities of artichoke leaves
have been reported in various study predominantly the strong antioxidative effects
which are attributed to caffeoylquinic acid derivatives and flavonoids such as luteolin
glycosides.

The phenolic compounds in artichoke (Cynara scolymus L.) outer bracts grown in
Turkey was determined by HPLC-ESI-QTOF-MS, which proved useful in describing 31
phenolic compounds. 19 phenolic compounds were determined quantitatively,
remaining phenolics were determined qualitatively. Luteolin, apigenin, naringin and
kaempferol were determined as main phenolic compounds in artichoke bracts extracts.
The primary phenolic compounds in %70 metanol extract were luteolin (80,33 mg/kg
dry matter ), apigenin (110,25 mg/kg dry matter), naringin (25,00 mg/kg dry matter) and
campherol (80,44 mg/kg dry matter) in artichoke bracts.

Artichoke outer bracts extracts were also assayed for antioxidant capacity identified as
CHROMAC and for total phenolic content as Folin-Ciocalteu. A linear relationship was
observed between antioxidant capacity and total phenol values. The data demonstrates
that artichoke bracts are rich source of antioxidants.

Key words: Artichoke, Cynara scolymus, bracts, LC-QTOF-MS, phenolic compounds,
total phenol, antioxidant capacity, CHROMAC.

2017, ix + 54 pages.
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1. GIRIS

Antioksidanlar, insan viicudunda c¢esitli kimyasal siiregler ve oksidasyonun sebep
oldugu kararsiz serbest radikalleri etkisiz hale getirerek basta kanser olmak iizere pek
cok hastaliga neden olabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen molekiillerdir. Ayrica
antioksidanlar gida endiistrisinde, gidalarda oksidasyonun sebep oldugu bozulmay1 ve
acimayi engellemek amaciyla da gida katkisi olarak kullanilmaktadir. Yiiksek derecede
reaktif olan bu serbest radikaller farkli molekiillerle reaksiyona girerek hiicreye ve
canltya zarar vermektedir. Antioksidanlar son derece zararli bu serbest radikallerle
reaksiyona girerek hiicrelere zarar vermelerini Onlerler. Gidalarin iiretimindeki degisik
ve yapay islemler sebebiyle viicuda serbest radikal gegisi artar ve bu serbest radikallerin
reaksiyonu sonucu olusan toksik maddeler hiicrede tahribata sebep olur. Bu hiicre
tahribatini ve onlarin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak i¢in antioksidan madde
iceren besinlerin alinmasi gereklidir. Bu sebeple antioksidan bilesik iceren dogal iiriinler
ile ilgili yapilacak arastirma calismalar1 insan sagligi agisindan olduk¢a Onem

tasimaktadir.

Ticari olarak kullanilan sentetik antioksidanlar kimyasal yapilarinda fenolik gruba
sahiptirler. Antioksidan etkiden sorumlu yapininda da bu fenolik gruplardan kaynakli
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle son yillarda biinyesinde fenolik bilesiklere sahip bitki
tiirlerine olan ilgi artig gostermistir. Bitkilerde bulunan flavanoid ve fenolik asitler en
onemli dogal antioksidan gruplaridir. Calismada kullanilan enginar yapraginin
ekstraktinda bulunan fenolik bilesikler ve flavonoidler insan sagligi acisindan oldukga
onem tagimaktadir. Enginar yapraginda bulunan kafeol quinik asit tlirevleri ve flavonoid
olan luteolin glikozitlerinin enginar yapraginda agirliklt olarak giiclii antioksidatif
etkiler gosterdigi bir ¢ok ¢alismada raporlanmistir. Bu nedenle bu ¢alismada enginar
yapragindaki fenolik bilesikler ve bu fenolik maddelerin antioksidan Ozellikleri

incelenmistir.

Enginar (Cynara scolymus L.) Akdeniz’in giiney bolgesinde yaygin olarak bulunan gok
yillik otsu bir bitkidir. Enginar 6zellikle Ispanya, Italya, Fransa, Tiirkiye, Yunanistan ve
A.B.D iilkelerinde yetistirilmektedir. Ulkemizde ise Ege, Marmara ve Akdeniz

bolgelerinde enginar yetistiriciligi yapilmaktadir.



Bitki tiirleri arasinda fenolik bilesik i¢eriklerinin ve bulunma oranlarinin farkli olusu ve
fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin degisim gostermesi bitkilerin yetistirilme

kosullarina, iklim sartlarina ve genetik yapilarina baglidir.

Bu ¢alismanin amaci; iilkemizde yetistirilen enginarin (Cynara scolymus L.) yapraginda
bulunan fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif olarak analizlerini gergeklestirmek ve
enginar yapragi ekstraktlarinin antioksidan kapasite degerlerini belirlemektir. Farkl
ekstraksiyon ¢oziiciileri ile ¢alisma yapilarak her c¢oziiciideki fenolik bilesik icerikleri
belirlenerek toplam fenol degerleri ve antioksidan kapasiteleri bulundu. Fenolik
bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tayininde LC-QTOF-MS tekniginden yararlanildi.
Ayrica toplam fenol tayini ve antioksidan kapasite tayininden elde edilen degerler

karsilastirilarak fenolik igerik ile antioksidan kapasite arasindaki iligki incelendi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Fenolik Maddeler

Fenolik bilesikler bir ya da daha fazla hidroksil grubunun aromatik halkaya baglandigi
yapilardir. Fenolik bilesikler temelde fenol olmak iizere ¢cok genis ve farkli yapilara
sahip kimyasal bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkinin gelisimi sirasinda sentezlenen ve
enfeksiyon, yaralanma ve ultraviyole radyasyonuna karsi koyan yapilardir. Hepsinin
ortak bir yapisal ozellik tasidigi, yer degistiren en az bir hidroksil grubunun var oldugu,
aromatik halkaya sahip, dogal olusumlu, yaklasik 8000 fenolik madde bulunmaktadir
(Stalikas 2007). Bu fenolik maddeler karbon yapilarina bagl olarak farkli siniflara

ayrilirlar.

2.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler bitki aleminde yaygin olarak siniflandirilan aromatik sekonder bitki
metabolitleridir. Genel olarak bir karboksilik asit 6zelligine sahip fenoller fenolik asitler
olarak adlandirilirlar (Stalikas 2007). Bu dogal olarak olusan fenolik asitler,

hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.

2.1.1.1. Hidroksisinamik Asitler

Hidroksibenzoik asitlerden daha yaygin olarak bulunan hidroksisinamik asitlerin
baglicalari; para-kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik asitlerdir. Hidroksisinamik asitler
dondurma, sterilizasyon ve fermantasyon gibi islenmis iiriinler disinda nadiren serbest
halde bulunurlar. Bag formlar1 ise kuinik asit, tartarik asit ve sikimik asitin esterleri ya

da glikozillenmis tiirevleri olarak bulunurlar (Manach ve ark. 2004).



COOH

H
R4
R3 R1
R2
Sekil 2.1.1.1.1. Hidroksisinamik asitlerin kimyasal yapis1
Cizelge 2.1.1.1.1. Hidroksisinamik asitlerin kimyasal yapis1
Isim R1 R2 R3 R4
Sinamik asit H H H H
o-kumarik ait OH H H H
n-kumarik asit H OH H H
p-kumarik asit H H OH H
Ferulik asit H OCHs OH H
Sinapik asit H OCH3 OH OCH3
Kafeik asit H OH OH H

Kafeik ve kuinik asitin birlesmesiyle olusan klorojenik asit yapisi bir ¢ok meyve
tiriinde ve ozellikle kahvede yiiksek oranda bulunmaktadir. Bir fincan kahve 70-350
mg klorojenik asit igcerebilir. Hem serbest hem de esterlesmis halde bulunan kafeik asit,
cogu meyvenin hidroksisinamik asit igeriginin %75 ve %100 arasinda degisen degerini

temsil etmesi sebebiyle en fazla miktarda bulunan fenolik asittir (Manach ve ark. 2004).

2.1.1.2. Hidroksibenzoik Asitler

Hidroksibenzoik asitler Ce-C: fenilmetan yapisinda olan fenolik bilesiklerdir.
Hidroksibenzoik asitlerin yapisal farkliliklar1 aromatik halkadaki hidroksilasyon ve

metilasyondan kaynaklanir (Macheix ve ark. 1990).



Bitkilerde genellikle eser miktarda bulunurlar. Bilinen en yaygin hidroksibenzoik

asitler; p-hidroksibenzoik, gallik, vanilik, siringik ve salisilik asitlerdir (Balasundram ve

ark. 2006).
H
R4 COOH
R3 R1
R2
Sekil 2.1.1.2.1. Hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapis1
Cizelge 2.1.1.2.1. Hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapis1
isim R: R> R3 R4
Benzoik asit H H H H
p-hidroksibenzoik asit H H OH H
Vanilik asit H OCHzs OH H
Gallik asit H OH OH OH
Protokatekuik asit H OH OH H
Siringik asit H OCHs OH OCHs
Gentisik asit OH H H OH
Veratrik asit H OCHs OCHs H
Salisilik asit OH H H H

2.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, iki benzen halkasi (A ve B) ve bu halkalar1 birbirine baglayan, oksijen

iceren piran veya piron halkasindan (C) olusan Ci15(Ce-C3-Cs) yapisina sahip
bilesiklerdir (Sekil 2.1.2.1). Flavonoidler bitkilerde glikozit tiirevleri halinde

bulunduklar1 gibi aglikonlari halinde de bulunabilirler.



Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif oOzellikleri sebebiyle kolaylikla
glikozitlenirler. Bitkilerde flavonoidler, hidroksilleme, metilleme ve en Onemlisi
glikolizleme sonucu cesitli yapilarda bulunabilirler. Ayrica flavonoid yapisindaki

siibstitiientler; hidroksil, benzil, sinamil, izofenil ve metoksil olabilir (Sahin 2011).

Sekil 2.1.2.1. Flavonoidlerin kimyasal yapis1

Flavonoidler, C halkasindaki degisimlere bagli olarak flavonlar, flavononlar,

flavonoller, flavanoller, izoflavonlar ve antosiyaninleri olustururlar.

2.1.2.1. Flavonoller

Bu bilesikler genel olarak O-glikozitleri halinde yaygin olarak C halkasinin 3 numarali
pozisyonunda bulunan hidroksil grubu ile konjuge olmus ve 5, 7, 4, 3' ve 5'
pozisyonlarinda uygun siibstitiientler ile glikozitleri halinde bulunurlar (Kris-Etherton
ve ark. 2002, Nichenametla ve ark. 2006). Bitkilerde yaygin olarak bulunan flavonoller;

kamferol, kuersetin, mirisetin ve izoramnetindir.

Flavonollerin bitkilerdeki biyosentezi 1s1k ile uyarildig1 i¢in, bitkinin toprak yiizeyine
yakin kisimlarda eser miktarda bulunurken, bitkilerin disinda, kabuk ve yapraklar gibi
hava ile temas eden kisimlarinda daha fazla birikme egilimi gosterirler (Manach ve ark.

2004).



Sekil 2.1.2.1.1. Flavonollerin kimyasal yapisi

Cizelge 2.1.2.1.1. Flavonollerin kimyasal yapis1
Bilesik konumu 5 7 3' 4 5'
Kuersetin OH OH OH OH -
Kamferol OH OH . OH -
Galangin OH OH - - -
Fisetin - OH OH OH -
Mirisetin OH OH OH OH OH

2.1.2.2. Flavonlar

Flavonlar, flavonollere gére meyve ve sebzelerde daha az bulunurlar. Flavon adi bu

bilesik grubunu igeren bitkilerin ¢ogunun sar1 ¢icekli olmalarindan ileri gelmektedir.

Flavonlar1 temel olarak luteolin ve apigenin glikozitleri olusturur. Maydanoz ve

kerevizin 6nemli flavon kaynagi oldugu tespit edilmistir (Manach ve ark. 2004).



o)

Sekil 2.1.2.2.1. Flavonlarin kimyasal yapisi

Cizelge 2.1.2.2.1. Flavonlarin kimyasal yapist
Bilesik konumu 5 7 3 4'
Apigenin OH OH i OH
Luteolin OH OH OH OH
Krisin OH OH - -

2.1.2.3. Antosiyaninler

Dogada serbest halde bulunmayan, glikozit bilesikleri halinde bulunan flavonoidlere
antosiyanin adi verilir. Antosiyaninler cogu bitki tiiriiniin pembe, kirmizi ve mor
tondaki cesitli renklerini veren ve suda coziinebilen renk pigmentleridir (Castaneda-
Ovando ve ark. 2009). Antosiyaninler asidik ortamda flavilyum katyonu halinde
bulunurken, notr ve bazik ortamlarda mavi renkli bilesikler haline doniismektedir
(Ribereau-Gayon ve ark. 2000). Antosiyaninlerin seker olmayan kismi (aglikon),
antosiyanidinler (Cs-C3-Cs) olarak adlandirilmaktadir. Her bir antosiyanidin farkli seker
ve asit gruplar ile farkli pozisyonlarda baglanarak ¢ok sayida antosiyanin olusturabilir
(Jamet ve ark. 2002).



OH

OH
HO Og O
(L gro

0 OH
OH %)H

OH

Antosiyanidin
e Glikozit

(Aglikon)

Antosivanin

Sekil 2.1.2.3.1. Antosiyaninin kimyasal yapisi

Antosiyaninlerin seker kismi genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan
meydana gelir. Baslica antosiyanidinler; siyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin,

peonidin ve petunidindir.

2.2. Bitkilerde Fenolik Bilesikler ve Flavonoidler

Bitkilerde bulunan flavanoid ve fenolik asitler 6nemli dogal antioksidan gruplardir. Bu
gruplarin bitkilerde en Onemli islevi bitkinin savunma mekanizmasindaki aktif
gorevleridir. Fenolik bilesikler bitkinin gelisimi sirasinda sentezlenen ve enfeksiyon,
yaralanma ve UV radyasyonuna karsi koyan yapilardir (Manach ve ark. 2004).
Yapilarinda en az bir aromatik halka ve bir yada birden fazla hidroksil grubu
bulunduran bu bilesiklerin antikanser, antioksidan ve antiinflamatuar ozelliklerinin
bulundugu yapilan g¢aligmalarda vurgulanmaktadir (Bhattacarya ve ark. 2010). Ayni
bitki tiiriinde; biiylime mevsimi, ¢evresel ve iklimsel kosullar, cins, bitki hastaliklari,
toprak ¢esidi, cografik bolge gibi etkenler fenolik bilesik igerigini etkilemektedir
(Sellapan ve ark. 2000). Bitkilerde bulunan fenolik maddeler; renk, acilik, tat, koku ve

tirlinlin oksidatif stabilitesine etki etmektedir (Naczk ve ark. 2004).



2.2.1. Bitkilerde Fenolik Asitlerin ve Flavonoidlerin Islevleri

Bitkinin patojenler tarafindan saldiriya ugramasi ve asirt UV radyasyonuna maruz
kalmasi nedeniyle fenolik asitler ve flavonoidler ikincil metabolitler olarak bitkide
bulunurlar (Manach ve ark. 2004). Fenolik asitler ve flavonoidler ayrica gidalarda renk,
koku, tat ve oksidatif stabilite iizerinde de etkilidirler (Naczk ve Shahidi. 2006).
Gidalarda bulunan fenolik maddeler ayrica enzimatik esterlesme substrati, antioksidan
ve antimikrobiyal etki, enzim inhibitori ve saflik kontrol kriteri olarak 6nem

tagimaktadir (Erugar 2006).

2.3. Asteraceae Familyasi

Asteraceae familyasina ait Tiirkiye florasinda toplam 1209 tiir ve 134 cins belirtilmekte
olup tiir sayis1 bakimindan ilk sirada gelmektedir. Bu tiirlerin 447’°si endemiktir (Davis
ve ark. 1988). Asteraceae familyasi; gida bitkileri, tibbi ve ilag bitkileri, yabani zararl
otlar1 ve zehirli bitkileri icermektedir. Familya tiirleri ilag sanayisinde yaygin olarak
kullanilir, ayrica bircok tiirii de siis bitkisi olarak yetistirilmektedir (Rowley ve ark.

1981).

2.3.1. Enginar (Cynara scolymus L.)

Enginar (Cynara scolymus L.) Asteraceae familyasindan gévdeleri dik, sert ve boyuna
oluklu olan 50-150 cm boyunda c¢okyillik otsu bir bitkidir. Yapraklari sapsiz, biiyik,
uzun-oval ve parcalidir. Yaygmn olarak Gliney Avrupa ve Akdeniz c¢evresinde
yetistirilmektedir. Diinya genelinde yetistirilen enginarin en dnemli iireticileri Ispanya
ve Italya’dir (Wang ve ark. 2003). Ulkemizde ise Ege, Marmara ve Akdeniz
bolgelerinde yapilan {iretimin biiyiikk ¢ogunlugunu Ege ve Marmara bdlgeleri

karsilamaktadir.
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Sekil 2.3.1.1. Bitkinin genel goriiniisii
(https://herbalmateriamedica.wordpress.com/2014/04/19/cynara-scolymus)

Enginarin yer aldigi Cynara cinsi i¢inde ii¢ yabani tlir daha bulunur; Cynara
cardunculus L. Akdeniz’in kiyt bolgeleri ve Latin Amerika’da yaygindir. Cynara
cyriaca Boiss, Orta Akdeniz’de ve Cynara sibthorpiana Boiss ve Heldr, Yunanistan ve
Ege adalarinda yaygimndir. Kiiltiirii yapilan enginar Cynara scolymus L. ise Cynara

cardunculus L.’in degisime ugramast ile meydana gelmistir.

Sekil 2.3.1.2. Cynara scolymus L. (http://dietetica.casapia.com/)
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Enginar yapraginda bulunan fenoliklerin koleretik, antihepatotoksik, diiiretik, kolesterol
disiiriicii (Rabaneda ve ark. 2003), antibakteriyel, antioksidan ve anti-HIV (Wang ve

ark. 2003), ozelliklerde etkili oldugu bir¢ok ¢alismada raporlanmistir.

2.3.2. Enginarda Bulunan Fenolik Asitler ve Flavonoidler

Enginar yapragi flavonoid ve fenolik asit icerigiyle Oonemli bir fenolik madde
kaynagidir. Enginar yapraginda bulunan kafeol kuinik asit tiirevleri ve flavonoid olan
luteolin ve apigenin glikozitlerinin enginar yapraginda agirlikli olarak gii¢lii antioksidan
etkiler gosterdigi birgok ¢alismada raporlanmistir (Wang ve ark. 2003, Schutz ve ark.
2004, Pandino ve ark. 2011).

Enginar yapragi ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesiklerin, karaciger ile ilgili
detoksifikasyon reaksiyonlarini arttirdigi, safra soktiirici etki ve koleretik etki
gosterdigi raporlanmistir. Ayrica karacigerdeki kanin kolesterol seviyesini diisiirdiigii,
diger dokularda ve karacigerdeki yag birikimini azalttig1 da belirtilmistir (Mulinacci ve
ark. 2003).

Enginar atig1 olarak calisilan enginar yapraginda LC-MS/MS yontemi ile 45 adet
fenolik bilesik tespit edilmistir. Tespit edilen fenolik bilesiklerin bir kisminda standart
ile karsilastirma yapilmistir. Calismada kafeik asit, klorojenik asitin farkli tiirevleri ve
dikafeolquinik asit calismada Onemli fenolik maddeler olarak tespit edilmistir

(Rabaneda ve ark. 2003).

Enginar ekstraktlarinda yiiksek miktarda bulunan luteolin ve onun glikoziti luteolin-7-0-
glikozit, kafeol kuinik asit tiirevlerinin ve 6zellikle klorojenik asit (5-kafeol kuinik asit)
ve sinarinin (1,3-dikafeol kuinik asit) koleretik aktiviteye, kolesterol diisiiriicii 6zellige,
antibakteriyel ve antioksidatif 6zellige sahip oldugu bir ¢ok kez raporlanmistir (Adzet
ve ark. 1987, Gebhart ve ark. 1997, Rodriguez ve ark. 2002, Miccadei ve ark. 2008).
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2.4. Analitik Yontemler

Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerle ilgili cok sayida ¢alisma gerceklestirilmektedir.
Bitkilerde fenolik bilesiklerin analizi ilk olarak ekstraksiyon islemi ile baslamaktadir.

(Sahin 2011).

Tim bu ekstraksiyon yontemlerinde temel prensip; belirli fenolik asitlere ve bu fenolik
asitlerin belirli formlarma uygun ekstraksiyon yontemini kullanmaktir. Coziinebilen
fenolik asitler metanol, aseton, su veya bunlarin belirli oranda karismalarindan olusan
coziiclilerle ekstrakte edilirken, bagli halde bulunan fenolik asitler asit, alkali veya hem

asit hem alkali hidrolize tabi tutularak ekstrakte edilmektedir (Tuncel ve Yilmaz. 2010).

Fenolik maddelerin ekstraksiyonunda o6zellikle ¢ozgen ekstraksiyonu yontemi
kullanilirken, fenolik bilesiklerin belirlenmesinde ise genellikle kromatografik teknikler

kullanilmaktadir (Borneman ve ark. 1997).

Bitkilerde fenolik asit ve flavonoidlerin belirlenmesinde sivi kromatografisi, gaz
kromatografisi, ince tabaka kromatografisi ve kapiler -elektroforez yontemleri

kullanilabilmektedir (Stalikas ve ark. 2007).

Ekstraksiyon asamasinda yaygmn olarak CI18 ya da anyon degistirici kartuslarin
kullanildig1, kat1 faz ekstraksiyon ve etil asetat, dietil eter gibi organik ¢oziiciilerin

kullanildigi sivi-sivi ekstraksiyonu uygulanmaktadir (Rodriguez-Delgado ve ark. 2001).

2.4.1. Ekstraksiyon Islemleri

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu; fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari,
uygulanan ekstraksiyon yontemi, muhafaza siiresi ve kosullar1 ve girisim yapan

maddelerin varligi gibi faktorler etkilemektedir (Shahidi ve Naczk 2004).
Polar olan fenolik asitler (benzoik asit, sinamik asit) saf organik ¢oziiciiler ile tam

olarak ekstrakte edilemezler, dolayisiyla alkol-su, aseton-su karisimlart bu olumsuzlugu

¢0zmek adina 6nerilmektedir.
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Fenolik maddeler disindaki polar olmayan yabanci bilesiklerin (vakslar, yaglar,
steroller, klorofiller) bitkiden ayrilmasinda ise diklorometan, kloroform, hekzan ve
benzen gibi polar olmayan ¢oziiciiler onerilmektedir. Ayrica pH, sicaklik, 6rnek-¢oziicii
hacmi orani, zaman araliklar1 ekstraksiyon yonteminde rol oynayan énemli faktorlerdir.
Soxhlet ekstraksiyonu kat1 6rneklerden flavonoidleri izole etmek i¢in siklikla kullanilan
bir yontemdir. Cogu durumda sulu metanol ya da asetonitril ¢oziicii olarak
kullanilmaktadir. Literatiirde bu ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi yaklasik

olarak 12 saat olarak belirlenmistir (Stalikas 2007).

Stiperkritik akiskan ekstraksiyon yonteminde ise yliksek sicaklia ve oksijene uzun siire
maruz kaldiginda 6rnekte ortaya c¢ikan bozunma iirlinlerinden arinmis temiz ekstrakt
elde edilir. Ek olarak stiperkritik CO2’de ¢ozlinmeyen klorofil ve diger polar olmayan
tiirleri de icermez. Bu teknik ayni zamanda bitki 6rneklerinde, diger 6rnek hazirlama

teknikleri ile de kombine edilebilir (Stalikas 2007).

2.4.2. Kromatografik Teknikler

Fenolik bilesiklerde bulunan farkli yapisal gruplart tayin etmek i¢in kullanilan
yontemlerin dayandigi temel ilkeler birbirinden farklilik gostermektedir. Fenolik
bilesiklerin ayrilmasi ve kantitatif tayinlerinde kromatografik teknikler yaygin olarak

kullanilmaktadir (Sahin 2011).

Fenolik madde profilinin belirlenmesi amaciyla s1vi kromatografisi, sivi kromatografisi
— kiitle spektrometresi (LC-MS), gaz kromatografisi — kiitle spektrometresi (GC-MS),
ince tabaka kromatografisi (TLC) ve Kkapiler elektroforez (CE) yontemleri
kullanilabilmektedir. Fenolik asit ve flavonoidlerin analizinde en yaygin olarak

kullanilan teknik ise ters faz s1vi kromatografisidir (Tuncel ve Yilmaz 2010).

Ters faz kolon kullanimi ile HPLC de fenolik maddelerin ayrimi daha duyarli hale
gelmigtir. Bitkilerde bulunan fenolik maddelerin analizi, DAD ve UV dedektorleri
kullanilarak yapilmaktadir (Shahidi ve Naczk 2004).
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Polifenolik maddelerin kromatografik analizlerinde alikonma siiresi temel alinmaktadir.
Sivi kromatografisinde bilesiklerin kimyasal yapisina bagli olarak alikonma siireleri
degismektedir. Hidroksillenmis ve glikozitlenmis fenoliklerin alikonma siireleri kisa

iken, metilenmis veya acillenmis fenoliklerin alikonma siireleri daha uzundur (Oztan

2006).

Gaz kromatografisi ile fenolik bilesiklerin analizinde goriilen tek dezavantaj bilesiklerin
sahip oldugu sinirli uguculuk 6zellikleridir. GC tekniginin avantaji ise izomeri olan
fenolik bilesiklerin kiitle dedektorii (MS) kullanilarak ortaya c¢ikan parcalanma

tirtinlerinden yola ¢ikarak tayin edilmesinin miimkiin olmasidir (Schmitd ve ark. 1994).

2.4.2.1. Sivi Kromatografisi-Ugus Zamanh Kiitle Spektrometresi (LC-QTOF-MS)

Bu teknik, sivi kromatografisinde fiziksel Ozelliklerine goére ayrilan bilesenlerden
olusturulan iyonlarin ilk olarak kiitle/yiik oranlarima gore ayrildiktan sonra ugus
zamanlarina bagl olarak kiitlelerin ayrimini saglamaktadir. Cok diisiik derisimde bile

ornegin i¢indeki fenolik maddenin tespitini miimkiin hale getirmektedir.

Kuadropol analizériinde, 6rnek kromatografi kolonunda fiziksel Ozelliklerine gore
ayrildiktan sonra kiitle spektrometresinin girisinde bulunan bir transfer hattinda ilerler
ve elektron sok iyon kaynagiyla (elektron-iyonizasyon) ve kimyasal iyonizasyon ile
iyonlagtirilarak pargaciklara ayrilir. Kuadropol analizorler dort paralel cubuktan
olugmaktadir. Bu cubuklardan karsilikli olanlar ayni polariteye sahipken yan yana
olanlar z1t polariteye sahiptirler. Her bir ¢ubuga dogru akim ve radyo frekans voltaji
uygulanir. Kuadropol voltajlar1 degistirilerek iyonlar taranir. Uygulanan radyo frekans
alaninda sadece belirli kiitle/ylik oranina sahip iyonlar osilator yolunu izleyebilirler.
Kuadropolde dogru akim ve radyo frekans alanlar birlestirildiginde tanecikler merkez
ekseni etrafinda titresim yaparak hareket ederler. Boylelikle uygulanan voltaj ile birlikte
taneciklerin ¢ubuklardan biri ile carpistirilarak saptirilmadan bazi m/z oranindaki

taneciklerin gegmesine olanak saglanir.
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TOF (Ucus zamanli) kiitle spektrometresinde ise, kisa siireli bir elektron pulsu
olusturularak elektron bombardimani ile pozitif iyonlar iretilir. Delikli bir levha ile
kontrolii saglanan bu pulslarin frekans1 10000 Hz ve 6mrii 0.25 s kadardir. Uretilen
iyonlara iyonizasyon pulsu uygulanarak aymi frekanstaki elektrik alani pulsu ile
hizlandirilirlar. Hizlandirilan bu tanecikler elektrik alani olmayan bir ayirma tiipline
girerler. Ayirma tiipiine taneciklerin tamaminin kinetik enerjileri aynidir. Bu sebeple
taneciklerin her birinin hizi, kiitleleri ile ters orantili olacak sekilde farkli olur ve daha
hafif kiitleye sahip tanecikler kollektore daha kisa zamanda ulasir. Boylelikle ayirim

saglanmis olur.

Ucus zamanh kiitle spektrometrelerinde dedektor bir elektron gogaltict tiiptiir. Tiipiin
¢ikisinda katot 1s1n1, osiloskopun dikey dondiirme levhalarina ulastirilir ve yatay tarama
hizlandirma pulslar ile senkronize edilir. Boylece kiitle spektrumun tamami osiloskop

ekraninda hemen goriintiilenir (http://www.bayar.edu.tr/besergil/kutle 1.pdf).

elektron kontrol kafesi
flament / iyon enerji kafesi

[ L
i katot
gjé:{/ s ) dinod serit
g - yonlar /
ornek ——= -
_] o B L P SR i R T R SR anot
: A= alansiz ayirma | %
iyonlagma - / bolgesi z”_.' i
bolgesi ol
hizlandirma / — lll elektron o
bolgesi ke cogaltma bdlgesi -
osiloskop —
+
Sekil 2.4.2.1.1. Ugus zamanl bir kiitle spektrometresinin sematik goriiniimii

(http://www.bayar.edu.tr/besergil/kutle_1.pdf).
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2.4.3. Spektroskopik Teknikler

Bitkilerin toplam fenol ve antioksidan kapasite tayinleri yaygin olarak spektroskopik

yontemlerle yapilmaktadir.
2.4.3.1. Toplam Fenol Tayini

Bitki ve gida matrikslerinin spektroskopik toplam fenol tayinlerinde en yaygin
kullanilan yontem Folin-Ciocalteu yontemidir. Bu yontem ilk olarak 1927 yilinda
tirozin analizi icin gelistirilmistir. Daha sonra 1965 yilinda Singleton ve Rossi
tarafindan molibdotungstofosforik heteropolianyon reaktifi kullanilarak fenol tayini ig¢in
yenilenmistir. Folin-Ciocalteu yontemi polimerizasyon derecesinden bagimsiz duyarh
ve kantitatif bir yontemdir. Bu yontemde fenolik maddeler arasinda hicbir fark

bulunmaksizin kolorimetrik yiikseltgenme-indirgenme l¢timleri gerekmektedir.

Folin-Ciocalteu reaktifi heteropolifosfotungstat-molibdat igeren bir oksidasyon
belirtecidir. Reaksiyon sonucu olusan mavi renkli {irtin, P2W1gOs2 " <den H4P2W15062%
‘ya kadar olan tungstat serisindeki 1, 2, 4 ve 6 elektronlu reaksiyon iiriinleri ile &
H2P2M0180¢62  “den HeP2Mo180s2° kadar olan molibdat serisindeki 2, 4 ve 6 elektronlu

reaksiyon {riinleri karigimindan olusur (Sahin 2011).

Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenol tayininde daha dogru sonuca ulagabilmek igin;
alkali ortamda Folin-Ciocalteu reaktifi ile uygun hacimlerde ¢alisilmali, renk olusumu
icin en uygun zaman, sicaklik belirlenmeli ve referans standart madde olarak gallik asit

kullanilmalidir.

2.4.3.2. Antioksidan Kapasite Tayini

Antioksidanlarin oksidatif stres ile ilgili rahatsizliklarin Onlenmesindeki pozitif
etkilerinden dolay1 antioksidanlara olan ilgi artis gostermistir. Bu ilgi sebebiyle
gidalarin antioksidan kapasitesini ve igerigindeki bilesikleri 6grenmek beslenme, saglik

ve gida bilimi agisindan 6nem kazanmaktadir.
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Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan temel

olarak iki sinif altinda toplanir.

e Elektron transferi reaksiyonuna dayanan yontemler

e Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayanan yontemler

Elektron transferi reaksiyonuna dayanan analiz yontemleri antioksidan maddenin,
indirgendiginde renk degisimine ugrayan bir oksidasyon maddeyi, indirgeme
kapasitesinin 6lglimiine dayanir. Renk degisimindeki seviye numunedeki antioksidan
derisimi ile orantilidir. Elektron transferine dayanan baslica yontemler; Folin,
CUPRAC (Apak ve ark. 2007), ABTS (Re ve ark. 1999), DPPH (Sanchez-Moreno ve
ark. 1998) ve CHROMAC (Isik ve ark. 2013) yontemleridir.

Hidrojen atomu transferine dayanan analiz yontemlerinin ¢ogunda azo bilesiklerinin
bozunmasi sonucu olusan peroksi radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan
yarigmali bir sekilde giderilmesi prensibine dayanmaktadir. Burada antioksidan ve
substrat, azo bilesiklerinin 1s1l bozunmasindan firetilen peroksil radikalleri (ROO") i¢in
yarigirlar. Hidrojen atomu transferine dayanan baglica yontemler; ORAC, TRAP ve

indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otoksidasyonu yontemleridir.

Calisma kapsamimiz gere§i CHROMAC metodunu ayrintili olarak inceleyecegiz:
CHROMAC yonteminde, n-elektrona sahip indirgen antioksidan maddelerle pH 2,8’de
yiikseltgen madde olarak kullanilan dikromat tepkimeye girer. Calisma kosullarinda
kullanilan 6rnek hacmi x mL (<0,50 mL), tampon hacmi 3,5 mL (pH 2,8 fosfat
tamponu), potasyum dikromat ¢ozeltisinin (3,4x10™ M) hacmi ise 0,50 mL’dir.
CHROMAC yonteminde, asidik ortamda asir1 Cr(VI) ile reaksiyona giren fenolik

maddeler fenoksil radikallerine doniisiir, Cr(VI) ise Cr(III) formuna indirgenir.

Reaksiyon sonucu geriye kalan Cr(VI) ise ortama eklenen 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit

(3.4x10* M) ile pH 2.,8’de reaksiyona girerek Cr(IlI)-difenilkarbazon selatini olusturur.

Cr207%+ 3HaL + 6H*—[Cr'"HL),]" + Cr® + HaL +7H.0
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Difenilkarbazit ve difenilkarbazonun yapilart Sekil 2.4.4.2.1 ve Sekil 2.4.4.2.2°de

gosterilmistir:

Sekil 2.4.3.2.1. H4L Difenilkarbazitin yapisi

NN
N
N“ N
H
Sekil 2.4.3.2.2. HoL Difenilkarbazonun yapist

Toplam hacim 5 mL’ye su ile tamamlanir (0,50-x mL su eklenir). Reaksiyon sonucu
olusan Cr(Ill)-difenilkarbazon selati 540 nm’de maksimum absorbans yapmaktadir.
Buna gore fenolik maddeler icin absorbans degeri esitlik 2-1°de gosterildigi gibi

hesaplanir:

AGeriye kalan=ABlank = Admek 2-1

Aglank: Antioksidan igermeyen, tim reaktif maddenin ve asir1 Cr(VI) bulundugu
cozeltide, Cr(VI) ve 1,5-difenilkarbazit bilkesiginin olusturdugu yiikseltgenme-
indirgenme tepkimesi sonucu olusan Cr(Ill)-difenilkarbazon selatinin absorbans degeri,
Aceriye kalan: Fenolik madde ile reaksiyon sonucu geriye kalan Cr(VI) ve 1,5-
difenilkarbazit olusturdugu Cr(IIl)-difenilkarbazon selatinin absorbans degeridir.
CHROMAC yonteminde blank 6rnek i¢in pH 1,2 monosodyumsitrat-HCI (0,1 M)
tamponu 3,5 mL ortama eklenerek kullanilir. Standart kalibrasyon grafikleri i¢in farkl
derigimlerdeki troloks c¢ozeltileri kullanilarak absorbans (Ageriye kalan) ile derisim

arasinda grafik cizilir (Isik ve ark. 2013)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullamlan Aletler

3.1.1.1. Sivi Kromatografisi-U¢us Zamanh Kiitle Spektrometresi(LC-QTOF-MS)

Calismada Agilent marka HPLC 1260 infinity QTOF 6550 ifunnel model sivi
kromatografisi-ugus zamanli kiitle spektrometresi kullanilmistir. Negatif iyonlagtirma
modunda ¢alisilmistir. Analitik kolon olarak Agilent Poroshell C18 kolonu (4.6 mm x

100 mm x 2.7 pm) kullanilmstir.

3.1.1.2. Ultraviyole Goriiniir Bolge Spektrofotometresi (UV-VIS)

Calismada Agilent marka Cary 60 model UV-VIS spektrofotometre kullanilmistir.
Olgiimler 1 cm kuvartz hiicreler kullamlarak yapilmistir. Cihazin dalgaboyu araligi 200-

800 nm arasidir.

3.1.1.3. Ultra Saf su Cihazi

Analizler sirasinda kullanilan ultra saf su, MP marka Dest up model ultra saf su

cihazindan temin edilmistir. Ultra saf suyun saflig1 18,25 MQxcm degerindedir.

3.1.1.4. Analitik Terazi

Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in £0,0001 hassasiyete sahip Denver

Instrument marka SI-234 model analitik terazi kullanilmistir.

3.1.1.5. Doner Buharlastiric

Deneysel caligma sirasinda metanoliin ugurulmasi agsamasinda Bibby RE 301xRE 300

marka cihaz RE 100 EA adaptdrii ile kullanilmigtir.
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3.1.1.6. Manyetik Karistirici

Orneklerin ekstrakte edilmesi amaciyla Stuart marka US152 model manyetik karistiric

kullanilmistir.

3.1.1.7. Ultrasonik Banyo

Deneysel caligmalar sirasinda 6rnegin ekstraksiyonu ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin

UNITED Ultrasonic Cleaner marka ultrasonik banyo kullanilmistir.

3.1.1.8. pH Metre

Calismada HANNA Instruments marka HI 2211 model pH metre kullanilmistir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Bitki Tiirii

Bu c¢alismada iilkemizin ¢ogunlukla Marmara ve Ege bolgesinde yayilis gdsteren
Asteraceae (papatyagiller) familyasina bagli Cynara cinsinin; Cynara scolymus tiirii

analiz edilmistir.

3.1.3. Calismada Kullamilan Kimyasallar ve Cozeltiler

3.1.3.1. Kimyasallar

3.1.3.1.1. Analitik Safliktaki Kimyasallar

Merck, Metanol, 1.06018.2500

Merck, Etanol, 1.02371.2500

Merck, Butanol, 1.01988.2500

Merck, Kloroform, 1.02444.2500

Merck, Etil asetat, 1.00868.2500

Merck, Sodyum karbonat (susuz), 1.06393.1000
Merck, Sodyum hidroksit, 1.06469.1000
Merck, Bakir siilfat, 1.02791.1000
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Merck, Sodyum potasyum tartarat, 1.08087.1000

Merck, Amonyum asetat, 1.01116.0500

Merck, Potasyum dikromat, 1.04865.0500

Merck, Sodyum dihidrojen fosfat (susuz), 1.06370.0050, %99.9

3.1.3.1.2. Diger Kimyasallar

Sigma—Aldrich, Gallik asit, G7384
Sigma-Aldrich, Vanilik asit, V2250

Merck, Kafeik asit, 822029

Sigma-Aldrich, Siringik asit, 63627, %98
Sigma-Aldrich, 3-kumarik asit, 92649, %95
Sigma-Aldrich, 4-kumarik asit, C9008, %98
Sigma, Klorojenik asit, C3878,

Sigma, Neoklorojenik asit, 91213, %95
Merck, Ferulik asit, 822070

Sigma-Aldrich, Hidroksitirosol, 91404, %98
Sigma-Aldrich, Tirosol, 79058, %99,5
Sigma-Aldrich, Epigallokatesin, E3768, %95
Sigma-Aldrich, Katesin, 43412, %99
Sigma-Aldrich, Kuersitrin, 83389, %97
Sigma-Aldrich, Naringin, 71162, %95
Sigma-Aldrich, cis-Resveratrol, 34092
Sigma-Aldrich, Kamferol, KO133
Sigma-Aldrich, Luteolin, 72511, %97
Sigma-Aldrich, Apigenin, 42251, %99
Sigma-Aldrich, Kuersetin, Q4951, %95
Sigma-Aldrich, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, F9252
Acros, Troloks [(+)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid], 21894
Sigma-Aldrich, 1,5-difenilkarbazit, 259225
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3.1.3.2. Sarf Malzemeler

10-100 pl aralikli mikropipet (Dragonlab)

100-1000 pl aralikli mikropipet (Dragonlab)

1000-5000 pl araliklt mikropipet (Dragonlab)

Millipore Millex-HV hidrofilik 0,45 pm’lik PVDF membran filtre

3.1.3.3. Cozeltiler
3.1.3.3.1. Standart Fenolik Maddeler ile Kalibrasyon Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Sivi Kromatografisi-Ugus Zamanh Kiitle Spektrometresi (LC-QTOF-MS) cihazinda
gerceklestirilen analiz icin standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanmistir. 10 mg/L stok ¢ozelti kullanilarak gallik asit, vanilik asit, kafeik asit,
siringik asit, 3-kumarik asit, 4-kumarik asit, klorojenik asit, neoklorojenik asit, ferulik
asit, hidroksitirosol, tirosol, epigallokatesin, katesin, kuersitrin, naringin, cis-resveratrol,
kamferol, luteolin, apigenin ve kuersetin fenolik bilesikleri i¢in 0,0312; 0,0625; 0,1250;
0,2500; 0,5000; ve 1,0000 mg/L standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiler

metanol icerisinde ¢ozllmiistiir.

3.1.3.3.2. Toplam Fenol Tayininde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 0,4000 g NaOH bir miktar ultra saf suda ¢oziilerek
hacmi ultra saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmistir.

%2 sodyum karbonat ¢ozeltisi: 2,0000 g Na2COs bir miktar ultra saf suda ¢oziilerek
hacmi ultra saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmistir.

%0,5 bakir siilfat ve %1 sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi: 0,5000 g CuSO4 ve 1,0000
g NaKC4H4Og¢ bir miktar ultra saf suda ¢oziilerek hacmi ultra saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmuistir.
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3.1.3.3.3. Antioksidan Kapasite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

pH 2,8 fosfat tamponu: 6,2400 g NaH2PO3 ve 0,6800 mL H3PO4 (%85°lik) karistirilarak
ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir.

Potasyum dikromat cozeltisi: 0,1000 g K2Cr207 bir miktar ultra saf suda ¢oziilerek
hacmi ultra saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.

1,5-difenilkarbazit ¢ozeltisi: 0,1000 g 1,5-DFK (difenil karbazit), 70 mL aseton ve 30

mL pH 2,8 fosfat tamponu karistirilarak hazirlanmastir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bitkinin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Tez kapsaminda analizi gergeklestirilen Cynara scolymus tiirii enginar Bursa ilinden
temin edilmistir. Enginarin bag kisminda bulunan brakte yapraklar1 kurutulduktan sonra

kaba 6giitme islemi yapilarak homojen hale getirilmistir. Ornekler spektroskopik ve

kromatografik analizler i¢in buzdolabinda 2-8 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Homojen hale getirilmis Ornekten belirli miktarda alinarak %70 metanol ile geri
sogutucu altinda ekstrakte edildikten sonra kloroform, etil asetat ve biitanol ¢oziiciileri
kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Ornegin ekstraksiyonunda

uygulanan islemler asagidaki Sekil 3.2.2.1°de gosterilmistir.
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Kurutulmus enginar yapragi (2,0001g)

100 mL %70 Metanol ile 4 saat geri
sogutucu altinda ekstraksiyon islemi
gergeklestirildi.Ekstrakt doner
buharlastiricida u¢uruldu.Kalinti

il 100 mL ultra saf su ile ¢oziildi.

Sulu kisim (15 mL)

Kloroform ile s1v1 s1v1 ekstraksiyon
(3x10 mL)

v
Sulu faz Kloroform fazi

Etil asetat ile s1v1 s1v1 ekstraksiyon
(3x10 mL)

v
Sulu faz Etil asetat faz1

Biitanol ile sivi-s1v1 ekstraksiyon
(3x10 mL)

v

Sulu faz Biitanol fazi

Sekil 3.2.2.1. Enginar yapragi ekstraksiyon akis semasi
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3.2.3. Sivi Kromatografisi-Ucus Zamanh Kiitle Spektrometresi (LC-QTOF-MS) ile
Fenolik Bilesiklerin Tayini

Cynara scolymus tiirii enginar yapraklarindaki fenolik bilesiklerin analizi Agilent 1260
Infinity 6550 Funnel LC-QTOF-MS cihazi ile analiz edildi. LC-QTOF-MS cihaz ile
fenolik bilesiklerin analizinde iyon kaynagi olarak elektrosprey iyonlasma, iyon modu
olarak negatif mod tercih edilmistir. Kolon olarak Agilent Poroshell C18 (100 mm x 4,6
mm, i.d. 2.7 pm) kolonu ile 5 uL enjeksiyon hacminde 0,6 mL/dk akis hiz1 ile ¢alisildi.
Analiz sirasinda 5 mM amonyum asetat igeren su ve metanolden olusan gradient
calisma programi uygulandi. Toplam analiz siiresi 33 dk olup, LC-QTOF-MS i¢in

gradient caligsma kosullari ¢izelge 3.2.3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.2.3.1. LC-QTOF-MS i¢in analiz ¢alisma kosullar1

Zaman(dakika) A [%)] B [%0]
0,0 95,0 5,0
0,5 95,0 5,0
25,0 5,0 95,0
28,0 5,0 95,0
28,10 95,0 5,0

A: 5 mM Amonyum asetat, B: Metanol

Cizelge 3.2.3.2. QTOF Sartlar

Iyonlagtirma modu

Negatif

Iyonlastirma Sartlar
Gaz sicakligl 175°C
Kurutma gazi 14,0 L/dk
Sislestirici 45 psig
Sheath gaz sicakligi 350 °C
Sheath gaz akis1 11 L/dk
Fragmentor 300V
OCT 1 RF Vpp 750 V
Sogutucu 65V
Piiskiirtiicli 1000 V

Belirleme

Kiitle aralig1 100-1500 m/z
Tarama hiz1 2 spektrum/s
Zaman 500 ms/spektrum
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3.2.4. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenol Tayini

Ekstraksiyon calismalar1 sonucu elde edilen ekstraktlar i¢cin toplam fenol tayinleri
caligmalarinda standart madde olarak gallik asit kullanildi. Stok Folin ¢ozeltisi, 1/3
oraninda (5 mL folin ¢ozeltisi + 10 mL saf su) seyreltilerek analizde kullanildi. 0,1 M
NaOH ig¢inde %2'lik Na>COs3 olacak sekilde Lowry A ¢ozeltisi ve %1'lik NaKCsH4Oe
icinde %0,5'lik CuSOs olacak sekilde Lowry B ¢dzeltisi hazirlandi. Lowry A ve Lowry
B den 50:1 (v/v) oraninda karistirilarak Lowry C ¢06zeltisi hazirlandi. Analiz tiiplerine
sirasiyla 0,1 mL ekstrakt, 1,9 mL saf su, 2,5 mL Lowry C ve 0,25 mL Folin-Ciocalteu
reaktifi eklenerek karistirilmistir. Ornekler 30 dk kadar karanlikta bekletilerek, 750 nm
dalgaboyunda absorbans ol¢timleri gerceklestirildi (Folin ve Ciocalteu, 1927).

Hazirlanan kalibrasyon grafiginden faydalanarak ekstraktlarin (%70 metanol, su, etil
asetat, biitanol ve kloroform) toplam fenol degerleri (mg gallik asit/g kuru madde)
belirlendi. Toplam fenol Slgiimlerinde etil asetat, butanol, kloroform ve su ekstraktlari

azot gazi altinda ugurulduktran sonra metanolde ¢éziilmiistiir.

3.2.5. CHROMAC Yontemi ile Antioksidan Kapasite Tayini

Enginar yaprag: ekstraktlarindaki antioksidan kapasite degerleri CHROMAC yontemi
ile belirlendi. Standart kalibrasyon grafigi i¢in farkli derisimlerdeki troloks ¢ozeltileri
kullanilarak absorbans ile derisim arasinda grafik ¢izildi. Calisma kosullarinda

kullanilan 6rnek hacmi x mL (<0,50mL), tampon hacmi 3,5 mL (pH 2,8 fosfat

tamponu), potasyum dikromat ¢ozeltisinin (3,4x10™ M) hacmi ise 0,50 mL’dir.

CHROMAC yonteminde, asidik ortamda asir1 Cr(VI) ile reaksiyona giren fenolik
maddeler fenoksil radikallerine dontigiir, Cr(VI) ise Cr(Ill) formuna indirgenir.
Reaksiyon sonucu geriye kalan Cr(VI) ise ortama eklenen 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit
(3.4x10™* M) ile pH 2,8’de reaksiyona girerek Cr(IIl)-difenilkarbazon selatimi olusturur.
Toplam hacim 5 mL’ye su ile tamamlanir (0,50-x mL su eklenir). Reaksiyon sonucu

olusan Cr(Ill)-difenilkarbazon selati 540 nm’de maksimum absorbans yapmaktadir.

Potasyum dikromat cozeltisi ilavesinden sonra 1 dk karisitirildi ve ardindan  1,5-
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difenilkarbazit (3.4x10™ M) ¢ézeltisi eklenerek tekrar karistirildi ve 50 dk bekletildikten
sonra absorbans okumasi gergeklestirildi (Isik ve ark. 2013).

Hazirlanan kalibrasyon grafiginden faydalanarak ekstraktlarin (%70 metanol, su, etil
asetat, biitanol ve kloroform) antioksidan kapasite degerleri (mg troloks/g kuru madde)
belirlendi. Antioksidan kapasite Ol¢iimlerinde etil asetat, butanol, kloroform ve su

ekstraktlar1 azot gazi altinda ugurulduktran sonra metanolde ¢6ziilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. Spektroskopik Yontemler

4.1.1. Toplam Fenol Tayini

Elde edilen %70 metanol, etil asetat, butanol, kloroform ve su ekstraktlarinin toplam
fenol tayinleri Boliim 3.2.4°de belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Kalibrasyon grafigi
Sekil 4.1.1.1°de gosterildigi gibi standart madde gallik asit kullanilarak 10-25 mg/L

derisim araliginda ¢izildi.

0,35

y = 0,0126x - 0,0143

0,30 R = 0,9962

0,25
0,20 -

0,15 -

Absorbans

0,10 -

0,05 -~

0,00 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

mg/L Gallik asit
Sekil 4.1.1.1. Standart gallik asit kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.1.1.1. Folin-Ciocalteu metodu ile enginar yapragmin % 70 metanol, butanol,
etil asetat, kloroform ve su ekstraktlarinda belirlenen toplam fenol miktarlar1 (mg gallik
asit/g kuru madde)

Toplam fenol
Ekstraktlar (mg GA?g kuru madde)

Metanol (%70) 864,80+2,12

Su 397,91+0,80
n-Butanol 48,66+0,14

Etil asetat 43,38+0,07
Kloroform 43,13+0,14

GA: Gallik asit

Toplam fenol miktarlarinin %70 Metanol ve su ekstraktlarinda digerlerine gore daha

fazla miktarda tespit edildigi Cizelge 4.1.1.1°de goriilmektedir.

4.1.2. Antioksidan Kapasite Tayini

Enginar yapragindan elde edilen %70 metanol, etil asetat, butanol, kloroform ve su
ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi CHROMAC yontemi kullanilarak Boliim 3.2.5°de
belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Kalibrasyon grafigi sekil 4.1.2.1°de gosterildigi gibi
standart madde troloks kullanilarak 1-60 mg/L derisim aralifinda c¢izildi. Cizelge
4.1.2.1 enginar yapragi ekstraktlarin CHROMAC yontemi ile belirlenen antioksidan

kapasite degerlerini gostermektedir.
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mg/L Troloks
Sekil 4.1.2.1. Standart troloks kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.1.2.1. CHROMAC yontemi ile enginar yapraginin % 70 metanol, butanol, etil
asetat, kloroform ve su ekstraktlarinda belirlenen antioksidan kapasite miktarlar1 (mg
troloks/g kuru madde)

Antioksidan kapasite

Elgiyitiag (mg TE/g kuru madde)
Metanol (%70) 270,00+9,02
Su 128,68+2,85
n-Butanol 52,9340,10
Etil asetat 38,94+0,18
Kloroform 35,91+4,11

TE: Troloks esdegeri

Antioksidan kapasite miktarlarinin %70 Metanol ve su ekstraktlarinda digerlerine gore
daha fazla miktarda tespit edildigi Cizelge 4.1.2.1°de goriilmektedir. Ayn1 zamanda
antioksidan kapasite degerleri ile toplam fenol degerleri arasinda dogrusal bir iliski

gorilmektedir.

31



4.2. Kromatografik Yontem

4.2.1. LC-QTOF-MS Teknigi ile Enginar Yapraginda Bulunan Fenolik Maddeler

LC-QTOF-MS cihazi i¢in standart fenolik bilesikler kullanilarak kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlandi. 10 mg/L stok ¢ozelti kullanilarak gallik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik
asit, 3-kumarik asit, 4-kumarik asit, klorojenik asit, neoklorojenik asit, ferulik asit,
hidroksitirosol, tirosol, epigallokatesin, katesin, kuersitrin, naringin, Ccis-resveratrol,
kamferol, luteolin, apigenin ve kuersetin fenolik bilesikleri i¢in 0,0312; 0,0625; 0,1250;
0,2500; 0,5000; ve 1,0000 mg/L standart ¢ozeltileri hazirlandi. Standart fenolik maddeler

icin konsantrasyona kars1 pik alan degerleri ile kalibrasyon grafigi cizildi

Standart fenolik bilesiklerin analizi, Boliim 3.2.3°de belirtilen ¢alisma kosullarinda
gerceklestirildi. Sekil 4.2.1.1°de enginar yapragi ekstraktindaki fenolik maddelere ait
LC-QTOF-MS toplam iyon kromatogrami, Sekil 4.2.1.2 - 4.2.1.15’de enginar yapragi
ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin LC-QTOF-MS kromatogramlar1 ve spektrumlari
verilmistir. Cizelge 4.2.1.1°de enginar yapraginda belirlenen fenolik bilesikler, Cizelge
4.2.1.2’de enginar yapraginda tespit edilen fenoliklerin karakterizasyonu ve Cizelge
4.2.1.3’de enginar yapragindaki fenolik maddelerin farkli fraksiyonlardaki miktarlari

verilmektedir.
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Sekil 4.2.1.1. Enginar yapragi ekstraktindaki fenolik maddelere ait LC-QTOF-MS
kromatogrami (%70 metanol)
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Sekil 4.2.1.2. Luteolin-7-O-glukuronit bilesiginin LC-QTOF-MS kromatogrami
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Sekil 4.2.1.3. Luteolin-7-O-glukuronit bilesiginin LC-QTOF-MS kiitle spektrumu
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Sekil 4.2.1.4. Naringin-7-O-glikozit (Prunin) bilesiginin LC-QTOF-MS kromatogrami
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Sekil 4.2.1.5. Naringin-7-O-glikozit (Prunin) bilesiginin LC-QTOF-MS Kkiitle
spektrumu
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Sekil 4.2.1.6. Apigenin-7-O-glikozit bilesiginin LC-QTOF-MS kromatogrami
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Sekil 4.2.1.7. Apigenin-7-O-glikozit bilesiginin LC-QTOF-MS kiitle spektrumu
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Sekil 4.2.1.8. Eskuletin (6,7-dihidroksi kumarin) bilesiginin LC-QTOF-MS
kromatogrami
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Sekil 4.2.1.9. Eskuletin (6,7-dihidroksi kumarin) bilesiginin LC-QTOF-MS kiitle
spektrumu
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Sekil 4.2.1.10. Luteolin-7-O-glikozit bilesiginin LC-QTOF-MS kromatogrami
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Sekil 4.2.1.11. Luteolin-7-O-glikozit bilesiginin LC-QTOF-MS kiitle spektrumu
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Sekil 4.2.1.12. Kripto-klorojenik asit (4-O-kafeolkuinik asit) bilesiginin LC-QTOF-MS
kromatogrami
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Sekil 4.2.1.13. Kripto-klorojenik asit (4-O-kafeoluinik asit) bilesiginin LC-QTOF-MS

kiitle spektrumu
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Sekil 4.2.1.14. Eriyodiktiyol bilesiginin LC-QTOF-MS kromatogrami

Sekil 4.2.1.14’te eriyodiktiyol bilesigine ait 3 pik goriilmektedir. Goriilen 3 pik ayni
kiitle spektrumuna sahip eriyodiktiyol bilesiginin yap1 izomerleri ait oldugu

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.2.1.15. Eriyodiktiyol bilesiginin LC-QTOF-MS kiitle spektrumu
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Cizelge 4.2.1.1. Enginar yapraginda LC-QTOF-MS ile belirlenen fenolik bilesikler,

alikonma zamanlar1 ve standartlarla karsilastirmasi

No Fenolik Maddeler Alikonma zaman1  Iyonlastirma STD ile
(dk) modu kargilagtirma
1 Gallik asit 1.60 Negatif Evet
2 Vanilik asit 2.40 Negatif Evet
3 Kafeik asit 2.79 Negatif Evet
4 Siringik asit 3.15 Negatif Evet
5 3-Kumarik asit 3.78 Negatif Evet
6 4-Kumarik asit 3.78 Negatif Evet
7 Neoklorojenik asit (5-O-kafeolkuinik asit) 479 Negatif Evet
8 Klorojenik asit (3-O-kafeolkuinik asit) 4.79 Negatif Evet
9 Kriptoklorojenik asit (4-O-kafeolkuinik asit) 4.79 Negatif Hayir
10 Ferulik asit 5.10 Negatif Evet
11 Hidroksitirosol 6.36 Negatif Evet
12 Epigallokatesin 9.65 Negatif Evet
13 Katesin 7.16 Negatif Evet
14 Tirosol 10.36 Negatif Evet
15 Luteolin-7-O-glukuronit 10.82 Negatif Hayir
16 Eskuletin (6,7-dihidroksi kumarin) 11.80 Negatif Hayir
17 Kuersitrin 12.98 Negatif Evet
18 Luteolin-7-O-glikozit (Sinarosid) 12.98 Negatif Hayir
19 Naringin 13.07 Negatif Evet
20 Naringenin-7-O-glikozit (Prunin) 13.22 Negatif Hayir
21 Apigenin-7-O-rutinozit (izorhoifolin) 13.96 Negatif Hayir
22 Luteolin-7-O-rutinozit 14.10 Negatif Hayr
23 Apigenin-7-O-glikozit (Apigetrin,kozmozin) 14.14 Negatif Hay1r
24 Narirutin (Naringenin 7-O-Rutinosit) 14.20 Negatif Hayir
25 Eriyodiktiyol 14.33 Negatif Hay1r
26 cis-resveratrol 15.84 Negatif Evet
27 Kamferol 16.26 Negatif Evet
28 Luteolin 16.26 Negatif Evet
29 Apigenin 17.55 Negatif Evet
30 Kuersetin 17.75 Negatif Evet
31 Krisoeriyol (skoparol) 17.83 Negatif Hayir

STD: Standart
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Cizelge 4.2.1.2. Enginar yapraginda tespit edilen fenolik bilesiklerin LC-QTOF molekiil

iyon kiitleleri [M-H] ve molekiil agirliklar

No Fenolik Maddeler Ahkonzgi)zamam m/z [M-H] (g'/\ﬂgl)
1 Gallik asit 1.60 170.0215 169.0147 170
2 Vanilik asit 2.40 168.0422 167.0348 168
3 Kafeik asit 2.79 180.0422 179.0351 180
4 Siringik asit 3.15 198.0528 197.0454 180
5 3-Kumarik asit 3.78 164.0473 163.0339 164
6 4-Kumarik asit 3.78 164.0473 163.0339 164
7 Neoklorojenik asit (5-O-kafeolkuinik asit) 4.79 354.0950 353.0883 354
8 Klorojenik asit (3-O-kafeolkuinik asit) 479 354.0950 353.0878 354
9 Kriptoklorojenik asit (4-O-kafeolkuinik asit) 4.79 354.0950 353.0872 354
10 Ferulik asit 5.10 194.0579 193.0558 194
11 Hidroksitirosol 6.36 154.0629 153.0557 154
12 Epigallokatesin 9.65 306.0739 305.0666 306
13 Katesin 7.16 290.0790 289.0718 290
14 Tirosol 10.36 138.0680 137.0599 138
15 Luteolin-7-O-glukuronit 10.82 462.0798 461.0715 462
16 Eskuletin (6,7-dihidroksi kumarin) 11.80 178.0266 177.0192 178
17 Kuersitrin 12.98 448.1005 447.0928 448
18 Luteolin-7-O-glikozit (Sinarosid) 12.98 448.1005 447.0928 448
19 Naringin 13.07 580.1791 579.1718 272
20 Naringenin-7-O-glikozit (Prunin) 1322 434.1213 433.1126 434
21 Apigenin-7-O-rutinozit (izorhoifolin) 13.96 578.1635 577.1558 578
22 Luteolin-7-O-rutinozit 14.10 514.1584 513.1504 594
23 Apigenin-7-o-glikozit (Apigetrin,kozmozin) 14.14 432.1056 431.0979 432
24 Narirutin (Naringenin 7-O-Rutinosit) 14.20 580.1791 579.1715 580
25 Eriyodiktiyol 14.33 288.0633 287.0553 288
26 cis-resveratrol 15.84 228.0786 227.0715 228
27 Kamferol 16.26 286.0477 285.0409 286
28 Luteolin 16.26 286.0477 285.0408 286
29 Apigenin 17.55 270.0528 269.0458 270
30 Kuersetin 17.75 302.0426 301.0356 302
31 Krisoeriyol (skoparol) 17.83 300.0633  299.0557 300

41



Cizelge 4.2.1.3. Enginar yapragindaki fenolik maddelerin farkl fraksiyonlardaki

miktarlar1 (mg/kg kuru madde)

Fenolik Maddeler %70 MeOH SuU BUTANOL A?g—}-{&-r KLOROFORM
Gallik asit - + + 0.67 -
Vanilik asit 3.54 1.87 1.69 1.90 -
Kafeik asit 0.28 0.18 0.03 0.27 -
Siringik asit 3.05 245 0.60 0.76 0.085
4-Kumarik asit 0.44 0.32 - 0.62 -
Neoklorojenik asit (5-O-kafeolkuinik asit) 18.25 1599 7.12 0.56 -
Klorojenik asit (3-O-kafeolkuinik asit) 8.08 7.73 3.20 0.25 -
Ferulik asit 0.06 0.08 - 0.12 0.035
3-Kumarik asit 0.06 0.04 - 0.0005 -
Epigallokatesin 0.15 0.09 0.12 - -
Katesin - 0.04 - 0.05 -
Hidroksitirosol - 0.003 - 0.004 -
Tirosol 0.30 = - 0.02 0.58
cis-resveratrol F - = - 0.02
Kuersetin 0.10 0.03 - 0.05 0.08
Kamferol 80.44 2331 3.66 47.75 3.045
Naringin 25.00 26.98 28.32 10.82 -
Luteolin 80.33 24.21 3.22 47.99 2.175
Apigenin 110.25 28.75 - 17.55 51.235
Kuersitrin + + + + +
Apigenin-7-o-glikozit (Apigetrin,kozmozin) + + - + +
Naringenin-7-O-glikozit (Prunin) + + + + -
Kriptoklorojenik asit (4-O-kafeolkuinik asit) + + + + -
Luteolin-7-O-rutinozit + + + + +
Luteolin-7-O-glikozit (Sinarosid) + + + + +
Narirutin (Naringenin 7-O-Rutinosit) + + + + -
Apigenin-7-O-rutinozit (izorhoifolin) + + - + +
Luteolin-7-O-glukuronit + + + + +
Eskuletin (6,7-dihidroksi kumarin) + + - - +
Eriyodiktiyol + + + + +

+ + + + +

Krisoeriyol (skoparol)

+ : Tespit edildi
- : Tespit edilemedi
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. LC-QTOF-MS Sonuc¢lar

5.1.1. Enginar (Cynara scolymus) Yapraginda Tespit Edilen Fenolik Maddeler

Bu c¢alismada Cynara scolymus tiiri enginarin yapraginda bulunan fenolik maddeler
LC-QTOF-MS cihaz ile kalitatif ve kantitatif olarak tespit edilmistir. Cynara scolymus
tiriinde LC-QTOF-MS analizleri sonunda bulunan fenolik maddeler Cizelge 4.2.1.1°de
verilmistir. Enginar yapragindaki fenolik maddelerin farkli fraksiyonlardaki miktarlar
ise Cizelge 4.2.1.3°de gosterilmistir. %70 metanol, su ve etil asetat ekstraktlarinda tespit

edilen fenolik bilesikler, diger ekstraktlara gore daha fazla bulunmustur.

Enginar yapraginda 31 adet fenolik maddenin bulunmasi LC-QTOF-MS tekniginin bu
calisma i¢in oldukca faydali oldugunu bizlere kanitlamistir. Bu teknik, 6rnek fiziksel
ozelliklerine gore ayrildiktan sonra iyonlastirilarak hem kuadropol hem de ugus zamanlh
dedektorler ile ¢ok diisiik derisimde bile 6rnegin igindeki fenolik maddenin tespitini

miimkiin hale getirmektedir.

Yiiksek ayirma giiciine sahip olmasi ve veri kiitiiphanesinin olduk¢a genis olmasi
teknigin en Onemli oOzellikleridir. Fenolik bilesiklerin m/z (monoizotopik kiitle)
degerlerinden yola cikarak bu teknik ile kalitatif tayin gerceklestirilmistir. Enginar
yapraginda miktarlar1 tespit edilen fenolik bilesikler i¢in ise standart madde
kullanilmistir. Bu teknik sayesinde tek bir yontem ile enginar yapragindaki fenolik

maddeleri tespit etmek oldukga kolay olmustur.

Enginar yaprag ekstraktlarinda en 6nemli bilesikler olarak; luteolin, naringin, apigenin,
kamferol, klorojenik asit (3-O-kafeolkuinik asit) ve neoklorojenik asit (5-O-
kafeolkuinik asit) belirlenmistir. Luteolin ve kamferol ¢alisilan 5 farkli fraksiyonda da
(%70 metanol, su, butanol, etil asetat ve kloroform) tespit edilmistir. Luteolin, Cynara
scolymus tiirli enginar yapragiin %70 metanol ekstraktinda 80,33 mg/kg kuru madde,
su ekstraktinda 24,21 mg/kg kuru madde ve etil asetat ekstraktinda 47,99 mg/kg kuru

madde bulunmustur. Apigenin, Cynara scolymus tiirii enginar yapraginin %70 metanol
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ekstraktinda 110,25 mg/kg kuru madde, su ekstraktinda 28,75 mg/kg kuru madde ve etil
asetat ekstraktinda 17,55 mg/kg kuru madde bulunmustur. Naringin, Cynara scolymus
tirii enginar yapraginin %70 metanol ekstraktinda 25,00 mg/kg kuru madde, su
ekstraktinda 26,98 mg/kg kuru madde ve butanol ekstraktinda 28,32 mg/kg kuru madde

olarak bulunmustur.

Cynara scolymus tiirii enginar yapraginda fenolik asit olarak; klorojenik asit (3-O-
kafeolquinik asit), neoklorojenik asit (5-O-kafeolkuinik asit), siringik asit, vanilik asit,
3-kumarik asit, 4-kumarik asit ve gallik asit tespit edilmistir. Caligilan Cynara scolymus
tirii enginar yapragindaki fenolik asitler incelendiginde, neoklorojenik asit (5-O-
kafeolquinik asit) ve klorojenik asit (3-O-kafeolkuinik asit) en yiiksek miktarda tespit
edilmistir. Bu bilesiklerin ardindan vanilik asit ve siringik asit gelmektedir. Enginar
yapragl ekstraktlar1 incelendiginde klorojenik asit ve neoklorojenik asit en ¢ok su ve
%70 metanol ekstraktlarinda tespit edilmistir. Vanilik asit kloroform ekstraktinda tespit
edilemezken diger ekstraktlarda yakin degerlerde gézlenmistir. Siringik asit ise su ve

%70 metanol eckstraktlarinda diger ekstraktlara oranla daha fazla oranda tespit

edilmistir.

Flavonoid grubuna dahil olan fenolik bilesikler olarak ise; luteolin, apigenin, naringin,
kamferol, Kkuersetin, Kkuersitrin, eriyodictiyol, krisoeriyol (skoparol), luteolin-7-O-
glikozit  (sinarosid), apigenin-7-O-rutinozit (izorhoifolin), luteolin-7-O-rutinozit,
apigenin-7-o-glikozit, Narirutin (naringenin-7-O-Rutinosit) ve sis-resveratrol tespit
edilmistir. Flavonoid grubu incelendiginde ekstraktlarda en yiiksek oranda bulunan
fenolik bilesikler luteolin, apigenin, naringin ve kamferol olarak bulunmustur. Diger

flavonoid tiirlerinde kalitatif tayin gerceklestirilmistir.

Ekstraktlardaki flavonoid miktarlar1 incelendiginde, kamferol ve luteolin bilesiklerinin
etil asetat ekstraktinda, apigeninin %70 metanol ekstraktinda, naringinin ise su
ekstraktinda en yiiksek miktarda bulundugu tespit edilmistir. Kalitatif olarak tespit
edilen luteolin-7-O-glikozit, luteolin 7-O-rutinosit, kuercitrin, eriodiktiyol ve skoparol

enginar yapragi ekstraktlarinin tamaminda tespit edilmistir.
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Literatiire bakildiginda, Cynara scolymus tiirii enginarla ilgili daha Once yapilan
caligmalarda (Rabaneda ve ark. 2003, Wang ve ark. 2003) tespit edilen fenolik
bilesiklerin ¢ogu caligmamizda tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde enginar
yapragindaki fenolik bilesik miktarlarinda farkliliklar gbze carpmaktadir. Bu farklilik
yetistirilme kosullari, bitkinin toplanmis oldugu bolgenin farkli olusu ve kullanilan

ekstraksiyon tekniginin farkliligindan ileri gelmektedir.

5.1.2. Ekstraksiyon Islemlerinde Kullanilan Céziiciilerin Etkisi

Coziicii ekstraksiyonu bitkilerde bulunan fenolik asitler ve flavonoidlerin analizinde
yaygin olarak kullanilan bir ekstraksiyon yontemidir. Fenolik bilesikler ¢ogunlukla
polar ozellik gosterdiklerinden dolayr bu bilesiklerin ekstraksiyon asamasinda su,
metanol, etil asetat ve bunlarin farkli oranlardaki karisimlari kullanilir. Bitkilerde
bulunan fenolik maddelerin ekstraksiyon verimi, bu fenolik maddelerin kullanilan

¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliigline bagl olarak degismektedir.

Enginar yapragindaki fenolik bilesiklerin ekstraksiyon asamasinda su, %70 metanol,
butanol, etil asetat ve kloroform c¢oziciileri kullanilarak, fenolik maddelerin
ekstraksiyonunda polar ve apolar ¢oziiciilerin etkisi karsilastirilmistir. Cizelge 4.2.1.3
incelendiginde ¢oziicii polaritesinin fenolik bilesiklerin ekstraksiyon veriminde etkili
oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon isleminde su ve %70 metanol ¢dziiciileri

kullanildiginda genel olarak daha fazla miktarda fenolik bilesik ekstrakte edilmistir.

Klorojenik asit (3-O-kafeolkuinik asit) ve neoklorojenik asit (5-O-kafeolkuinik asit) su
ekstraktinda %70 metanol ekstraktina gore daha fazla miktarda bulunurken, luteolin,
apigenin ve kamferol %70 metanol ekstraktinda daha fazla miktarda tespit edilmistir.
Luteolin ve kamferol, etil asetat ekstraktinda en yiiksek oranda bulunmustur. Sonuglari
inceledigimizde su ve %70 metanol ¢oziiclilerinin enginar yapragindaki fenolik

bilesiklerin ekstraksiyonunda en uygun ¢oziicliler olacagini sdyleyebiliriz.
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5.2. UV-VIS Sonuclari

5.2.1. Toplam Fenol Sonuclar:

Enginar yapragi ekstraktlarmin (su, %70 metanol, butanol, etil asetat ve kloroform)
toplam fenol tayini spektrofotometrik yontemle gergeklestirilmistir. Cynara scolymus
yapragiin toplam fenol tayininde gallik asit esdegerine gore sonuclar elde edilmistir.
Enginar yapragiin farkli ekstraktlarindaki toplam fenol igeriklerinde bariz miktarsal
farkliliklar géze ¢arpmistir. Cynara scolymus yapraginin ekstraktlarindaki toplam fenol
degerleri karsilagtirildiginda, %70 metanol ve su ekstraktlarinda diger ekstraktlara gore
daha yiliksek oranda toplam fenol bulunmustur. Bu sonuglardan enginar yapraginda
bulunan fenolik bilesiklerin su ve %70 metanol ¢oziiciilerinde daha iyi ekstrakte
edilebildikleri gergegi ortaya ¢ikmaktadir. En yiiksek oranda bulunan %70 metanol
ekstraktindaki toplam fenol degeri 864,80+2,12 mg gallik asit/g kuru madde olarak
bulunurken, su ekstraktinda 397,91+0,80 mg gallik asit/g kuru madde olarak
bulunmustur. Etil asetat, butanol ve kloroform ekstraktlarinin toplam fenol igerigi ise

daha az miktarda tespit edilmistir.

5.2.3. Antioksidan Kapasite Sonug¢lar:

Cynara scolymus yapragi ekstraktlariin (su, %70 metanol, butanol, etil asetat ve
kloroform) antioksidan kapasitesi CHROMAC metodu uygulanarak troloks esdegerine
gore (mg troloks/g kuru madde) hesaplanmistir. Antioksidan kapasite sonuglari
incelendiginde toplam fenol tayinindeki sonuglarla orantili oldugu goriilmektedir. %70
metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan kapasite degerleri toplam fenol tayininde
oldugu gibi diger ekstraktlardan daha yiiksek bulunmustur. En yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip %70 metanol ekstraktinda 270,004£9,02 mg troloks/g kuru madde, su
ekstraktinda ise 128,68+2,85 mg troloks/g kuru madde olarak bulunmustur. Etil asetat,
butanol ve kloroform ekstraktlarinda ise antioksidan kapasite degerleri daha az seviyede
tespit edilmistir. FElde edilen sonuglardan daha polar ¢oziiciilerin antioksidan
kapasitelerinin daha yiliksek bulundugu gozlenmistir. Ekstraktlarin toplam  fenol
degerleri ile antioksidan kapasite degerleri incelendiginde, aralarinda dogrusal bir iligki

oldugu goriilmektedir.
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5.3. Sonug¢

Glinlimiizde saglikli bir yasam siirdiirmede etkili faktorler, hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisi ile ilgili pek ¢ok c¢alisma gerceklestirilmektedir. Antioksidan olarak fenolik
bilesikler; kalp hastaliklari, kanser, diyabet gibi bir ¢ok hastaligin 6nlenmesinde en
etkili maddelerdir. Ko6tii beslenme aligkanlikliklari, stres, hava kirliligi, sigara kullanimi
gibi faktorler sebebiyle viicutta biriken toksik Ogeleri uzaklastirmak i¢in antioksidan
iceren maddelerin tliketimi 6nem arz etmektedir. Antioksidan maddelerin tiikketimiyle
viicutta metabolik reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikallerin zararli etkisi ortadan
kaldirilmis olur. Bu sebeple bir¢cok g¢alismada bitkilerde bulunan fenolik maddelerin

icerikleri ve antioksidan 6zellikleri lizerine vurgu yapilmaktadir.

Yakin donemdeki g¢aligmalar Cynara scolymus tiirli enginar yapragi ekstraktinin
antioksidatif, antikarsinojen, antigenotoksik, antibakteriyel, kolesterol diisiiriici,
ditiretik ve koleretik aktivite iceren 6nemli tibbi bulgulara sahip oldugunu gostermistir.
Saglik {izerine dnemli yararlar1 olan bu bitki tiiri Bursa ilinden temin edilmistir. 5 farkli
¢oziicli ile (su, %70 metanol, butanol, etil asetat ve kloroform) sivi-sivi ekstraksiyon
islemi uygulanarak toplam fenol, antioksidan kapasite ve fenolik bilesiklerin tespiti
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu calismalar ile hangi c¢o6ziiclilerde hangi fenolik
maddelerin oldugu, toplam fenol ve antioksidan kapasitelerinin hangi ¢oziiciilerde daha

1yi sonug verdigi amac¢lanmistir.

Enginar brakte yapragindaki fenolik bilesikler LC-QTOF-MS cihazi ile tespit edilmistir.
Yapilan bu galismalarda Cynara scolymus tiiriniin yapraginda 31 adet fenolik madde
tayin edilmistir. Enginar yapragindaki 31 adet fenolik maddenin tespiti kullanilan
teknigin ¢ok faydali oldugunu bizlere kanitlamistir. 19 adet fenolik madde kantitatif
olarak tayin edilmistir. Calismalar sonucu luteolin, apigenin, naringin ve kamferol
enginar yapragindaki temel fenolik bilesikler olarak belirlenmistir. Neoklorojenik asit,

naringin ve kamferol ilk defa kantitatif olarak belirlenmistir.

Elde edilen bulgular incelendiginde Cynara scolymus yapraginda en yiiksek miktarda
tespit edilen fenolik maddenin apigenin oldugu tespit edilmistir. Bu maddeden sonra

sirayla luteolin, kamferol, naringin ve neoklorojenik asit gelmektedir.
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Calismalar sonucu antioksidan kapasite ile toplam fenol degerleri arasinda dogrusal bir
iliski gozlenmistir. Ekstraksiyon verimi en fazla %70 metanol ve su ekstraktlarinda elde
edilmistir. %70 metanol ve su ekstraktlarinda antioksidan kapasite degerleri yiiksek
miktarda bulunmustur. Ayrica CHROMAC yontemi ilk defa enginar yapragi
ekstraktlarina uygulanmistir. Bu da c¢alismamizin orijinalligi a¢isindan 6nem

tasimaktadir.

Bu galismalar neticesinde Cynara scolymus yapraginin yiiksek miktarda fenolik madde
icerigine ve antioksidan kapasiteye sahip oldugu anlasilmaktadir. Fenolik madde igerigi
acisindan zengin olan bu bitki ayn1 zamanda giiglii antioksidan kapasite 6zelligine sahip
olmasi sebebiyle gida endiistrisinde liriine fonksiyonel 6zellik kazandirmasi bakimindan
kullanima uygundur. Bu calismalar enginar yapraginin antikanser, antigenotoksik,
antibakteriyel, kolesterol diisiiriicii ve koleretik aktivite Ozellikleri iceren bir ilag

hammaddesi olmas1 yoniinde gelecek calismalara bir kaynak niteligi tastyacaktir.
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