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OZET

Klasea Cass. CINSINE AIT BAZI TURLERIN FENOLIK BiLESENLERININ
HPLC-DAD ILE AYDINLATILMASI VE KEMOMETRIK ANALIZI

Dilan BAYRAM

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Mehmet OZTURK
Ocak 2019, 60 sayfa

Bu tez calisgmasinin amaci; Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Klasea cinsine ait 15 tiiriin
fenolik bilesenlerinin HPLC ile arastirilmasi ve fenolik bilesenler ile antioksidan
aktivitenin kemometrisini yaparak tiirler ve aktiviteleri arasinda korelasyonlar

kurmaktir.

Klasea cinsi, Asteraceae familyasmin iiyesi olup ekdisteroidler igermesi bakimindan
onemli cinslerinden biridir. Ozellikle Orta Asya, Tran, Tiirkiye ve Akdeniz bslgesinde
dagilim g6steren Klasea cinsinin iilkemizde 5 tanesi endemik olmak iizere toplam 16

tiirli yetismektedir.

Ulkemizin farkli bdlgelerinden toplanan Klasea cinsine ait 15 tiir sirasiyla hekzan ve
metanol kullamlarak ekstre edildiler. 15 farklt Klasea tiirliniin metanol ekstrelerinin
icerdigi fenolik bilesikler HPLC-DAD cihaz1 ile standartlara karsi analiz edildi.
Ekstrelerin antioksidan aktivitesi ise DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon
radikali giderimi ve CUPRAC ydntemleri kullanilarak belirlendi. Tiirler arasindaki
iligkileri tespit etmek amaciyla, tiirlerde teshisi yapilan fenolik bilegiklerin ve

antioksidan aktivitenin kemometrisi Minitab programi kullanilarak yapild.

Caligilan tiirler igerisinden Klasea kotschyi CUPRAC ve ABTS testlerinde en yiiksek
antioksidan aktiviteyi gosterirken, Klasea kurdica DPPH testinde en yliksek aktiviteyi
gosterdi. HPLC-DAD cihazinda taramasi yapilan 27 fenolik maddeden; klorojenik asit

ve rutin tiim Klasea tiirlerinde ortak fenolik bilesik olarak gézlendi.
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Klasea tiirlerine ait 6rneklerin klorojenik asit, rutiny DPPH, ABTS ve CUPRAC ile
yapilan temel bilesen analizi (PCA) sonuglarina gére klorojenik asitin Klasia kotschyi
(KKM), Klasea quinquefolia (KQM), Klasea coriaceae (KCoM), Klasea bornmuelleri
(KBM), Klasea serratuloides (KSM) ve Klasea kurdica (KkuM) 6rneklerinde diger
drneklerden daha baskin oldugu ve aynmi zamanda bu 6rneklerin CUPRAC ve ABTS
antioksidan aktivitelerinin de yiiksek oldugu goriildii. Diger yonden DPPH aktivitesi
Klasea lasiocephala (KLM) ve Klasea kurdica (KkuM) &rneklerinde diger &rneklere
gbre daha yliksek oldugu belirlendi. Klasea tiirlerinin klorojenik asit, rutin, ABTS,
DPPH ve CUPRAC aktiviteleri yontinden dagilimini kargilagtirmak ve PCA sonuglar1
ile kiyaslayabilmek icin ayrica hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) de yapildi. HCA

sonuclarmm PCA sonucglarini destekledigi gériildi.

Anahtar Kelimeler: Klasea Cass. Tiirleri, HPLC-DAD, Antioksidan Aktivite,
Kemometri, Fenolik Bilesik.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PHENOLIC COMPONENTS OF SOME SPECIES
THAT BELONG TO THE GENUS KLASEA CASS. VIA HPLC-DAD AND ITS
CHEMOMETRIC ANALYSIS

Dilan BAYRAM

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZTURK
January 2019, 60 pages

The aims of this thesis are to investigate the phenolic components of the 15 Klasea
species growing naturally in Turkey using HPLC-DAD and to establish correlations

between the species and the antioxidant activity by the chemometric approach.

Klasea genus is one of the important genus of Asteraceae family due to containing
ecdysteroids. Klasea genus distributes especially in Central Asia, Iran, Turkey and the
Mediterranean regions. In Turkey, Klasea are represented by 16 species which five of

them are endemic.

The Klasea species collected from various regions of Turkey were extracted with
hexane and methanol, successively. The phenolic compounds of methanol extracts of
15 Klasea species were analyzed using HPLC-DAD against standard compounds. The
antioxidant activity of the extracts was performed using three complimentary assays;
namely, DPPH free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging and
CUPRAC assays. The chemometric analyses were done using Minitab programme for
the antioxidant activity results and the phenolic compounds amounts to reveal the

relationships between the species.

Among the 15 species studied, Klasea kotschyi showed the highest antioxidant activity
in CUPRAC and ABTS assays, while Klasea kurdica in DPPH assay. Among the
phenolic compounds screened in the methanol extracts using HPLC-DAD reveled that

chlorojenic acid and rutin were the common phenolic compounds in all Klasea species.
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According to the results of Principal Component Analyses (PCA) which was
permormed using chlorogenic acid, rutin, DPPH, ABTS and CUPRAC, chlorogenic
acid was abundant in Klasia kotschyi (KKM), Klasea quingquefolia (KQM), Klasea
coriaceae (KCoM), Klasea bornmuelleri (KBM), Klasea serratuloides (KSM) and
Klasea kurdica (KkuM) species compared to other samples. Moreover, the antioxidant
activity of these species by the CUPRAC and ABTS assays was relatively high. On
the other hand, the free radical scavenging activity by DPPH assay was relatively
higher in Klasea lasiocephala (KLLM) ve Klasea kurdica (KkuM). To compare the
distribution of Klasea species in terms of chlorogenic acid, rutin, ABTS, DPPH and
CUPRAC results the Hierarchical Cluster Analysis (HCA) was also performed. As a
result, HCA results supported that of PCA.

Keywords: Klasea Cass. Species, HPLC-DAD, Antioxidant Activity, Chemometry,

Phenolic Compounds.
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1. GiRis

1.1. Amag ve Kapsam

Tibbi bitkiler, tiim diinyada hastaliklarin tedavisinde ¢ok eski yillardan buyana 6nemli
rol oynamaktadir (Fallah-Hoseini vd., 2006). Diinya Saghk Orgiitii (WHO) verilerine
gore, diinya niifusunun yaklasik %80’i tibbi bitkilerle tedavi yéntemlerinden

faydalanmaktadir (Farnsworth vd., 1985).

Bitkilerin ~ sekonder  metabolitleri  fitokimyasallar ~ olarak  adlandirilmustir.
Fitokimyasallar, bitkilerde dogal olarak bulunan ve hastaligi inhibe etme kabiliyetine
sahip, biyo-aktif bilesiklerdir (Abdulrahman, 1992; Farombi vd., 1998).
Fitokimyasallar, biyoaktiviteleri nedeniyle hastaligi nlemede etkilidirler. Tanenler,
alkaloidler, fenolik bilesikler ve flavonoidlerdir 6nemli fitokimyasallardir (Kolak vd.,

2009; Jabeen vd., 2014).

Tibbi bitkiler dogal antioksidanlar igin bir kaynaktir ve diinya capinda bazi
hastaliklarm tedavisinde kullanilmaktadirlar. Son zamanlarda, antioksidanlarin,
dzellikle de dogal antioksidanlarin, hastaliklarin tedavisinde ve &nlenmesinde yararli
etkileri nedeniyle, bitki kaynaklarindan dogal antioksidanlar bulmak igin 8nemli bir
ilgi vardir. Tibbi bitkiler tizerindeki ¢aligmalar, cogunun 6nemli antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu géstermektedir (Rafieian-Kopaie ve Baradaran, 2013). Tibbi bitkilerin
antimikrobiyal (Sharafati vd., 2011), anti-kanser (Shirzad vd., 2012), anti-diyabetik
(Kazemi vd., 2010), anti-ateroskleroz (Khosravi-Boroujeni vd., 2012) ve

immiinomodiilatér (Shirzad vd., 2009) etkileri bilinmektedir (Rafieian-Kopaei, 2012).

Tirkiye iliman bolgedeki en ¢ok biyolojik ¢esitlilik gdsteren iilkelerden biridir
(Arancli, 2002). Ulkemiz, %33’ii endemik olmak iizere toplamda 9000 bitki tiiriine
sahiptir (Kahraman vd., 2012) ve Akdeniz, iran-Turan ve Avrupa-Sibirya olmak iizere
li¢ Snemli fitocografik bdlgenin birlestigi yerdedir. Endemik tiirler, biiyiik dlciide
Akdeniz ve [ran-Turan bélgelerinde bulunmaktadir. Ozellikle daha kurak bblgelerde,

Anadolu florast aktif bir biyo-cesitlilife sahiptir (Davis, 1971; Baser, 2002).



Bu ¢alismanin amaci; Tirkiye’de dogal olarak yetisen Klasea Cass. cinsine ait 15
tiirlin fenolik bilesenlerinin HPLC ile aragtirilmast ve Klasea tiirtine 6zgii bilesiklerin
belirlenebilmesidir. Ayrica, fenolik bilesenlerin ve antioksidan aktivitenin
kemometrisini yaparak tiirler ve aktiviteleri arasinda korelasyonlar kurmak bu tezin

diger bir amacidir.

1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Botanik bilgiler
1.2.1.1.  Asteracea familyas:

Yaklagik 1620 cins ve 23600'den fazla tiire sahip olan Asteraceae familyasi, ¢igekli
bitkilerin en biiyiik ailesidir (Stevens, 2001). Bu aile, Giineybati ABD, Meksika,
Giiney Brezilya, Gliney Afrika, Orta ve Giineybati Asya ile Avustralya arasinda
degisen cesitli bolgelerde yaygmn bir sekilde dagilmistir. Giiney Amerika, ailenin
cografi kokenidir ve filogenetik bdlge olarak kabul edilmektedir (Bremer ve
Anderberg 1994). Tiirkiye florasinda 1209 Asteraceae tiirii bulunur. Bunlarin 447'si
endemiktir ve endemiklik orami %37'dir. Toplam 134 cins ile bu aile, Tiirkiye
florasinin en biiyiik ikinci familyasidir (Davis vd, 1988; Ozhatay ve Kiiltiir, 2006;
Martin vd, 2015).

1.2.1.2. Klasea Cass. cinsi

Klasea Cass. cinsi, Asteraceae'nin en Snemli cinslerinden biridir ve toplamda yaklasik
50-70 tiir igerir (Martins ve Hellwig, 2005). Klasea'nin yerli dagilimi dzellikle Orta
Asya, Iran, Tiirkiye ve Akdeniz bdlgelerini kapsamaktadir. Klasea, Tiirkiye'nin
Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik bolgelerinde 16 tiir ile temsil edilmektedir. Bu
tiirlerden besi endemiktir ve endemiklik oram %31,3'tiir (Davis ve Kupicha, 1975;
Davis vd., 1988). Ulkemizde bulunan Klasea Cass. cinsinin taksonlarmin yayilis

alanlar1 asagidaki haritalarda belirtilmektedir (Sahin, 2001).



B S erucifolia <8 tinctoria A S, haussknechtii
* 8. aznavouriana QS lasiocephala S 5. coriacea

¥ S oligocephala  *: 5. krdica O S. serratuloides

Sekil 1.1. Klasea tiirlerinin Tiirkiye'deki dagilunlar:

S cerinthifolia <P 5. radiata subsp. bichersteiniana @ 8. bornmuelleri
é Serratula kotschvi A Serratula quinguefolia <> S.radiata

# S, radiata subsp. radiata < 8. grandifolia ® Serratula halkarica

Sekil 1.2. Klasea tiirlerinin Tiirkiye'deki dagilumlari



Klasea Cass. Cinsi tiirlerin igerdigi sekonder metabolit bilesikler (6zellikle
ekdisteroid, gliserolipit ve flavonoidler) {izerine ¢ok sayida kimyasal, antioksidan ve
antimikrobiyal ¢aligmalar yapilmistir (Delbecque vd., 1995; Dai ve Hou, 2001; Bathori
vd., 2003; Delbecque vd., 2003). Hem flavonoidler hem de ekdisteroitler biyo-
aktiviteye sahiptirler ve Klasea tiirlerinin aktif maddeleri olarak tanimlanabilirler
(Bathori vd., 2003). Ekstidereoid iceriginden dolay1 Klasea tiirleri, besin takviyesi ve
bitkisel ila¢ kaynagi olarak kullanilabilmektedirler (Bathori vd., 2004). Hem ekdison
hem de arbutin, Klasea tiirleri i¢in birer kemotaksonomik faktdrdiir (Nowak vd.,

2009).

1.2.1.3. Klasea bornmuelleri (Azn.) Greuter & Wagenitz'

Tiirkiye’de Dogu Anadolu bdlgesinde endemik olan bu tiir ¢ok yillik ve otsudur. Bu

tiir Iran-Turan bélgesine kadar yayilis géstermektedir.

1.2.1.4. Klasea cerinthifolia (Sm.) Greuter & Wagenitz'

Klasea cerinthifolia 160-1900 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir tiirdiir. Kibris,
Filistin, Bat1 Suriye, Irak, Kuzeybat1 ve Bat1 Iran bolgelerinde yayilis gosteren bu tiir

Tiirkiye’de Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bélgesinde bulunur.

1.2.1.5. Klasea coriacea Fisch. & C.4.Mey.!

Klasea coriacea 1100-1830 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir tiirdiir. Kuzeybati
Iran, Transkafkasya bolgelerinde yayilis gosteren bu tiir, Tiirkiye’de Dogu Anadolu

bélgesinde bulunur.

1.2.1.6. Klasea erucifolia (L.) Greuter & Wagenitz'

Klasea erucifolia ¢ok yillik otsu bir tiirdtir. Kuru-kumlu topraklarda yaklagik 1070 m

yiikseklikte yetigir. Endemik olmayan bu tiir diinyada Bati Rusya, Kirim, Kafkasya,
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Transhazar bolgelerinde yayilis gdsterirken, Tiirkiye’de Dogu Anadolu bélgesinde

yayilig gdsterir.
1.2.1.7. Klasea grandifolia (P.H.Davis) Greuter & Wagenitz'

Klasea grandfolia 1200 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Endemik
olmayan bu tiir diinyada Kuzey Irak, Kuzeybati Iran bolgelerinde bulunurken,

Tiirkiye’de Giiney Anadolu bdlgesinde yayilig gbsterir.
1.2.1.8. Klasea hakkarica (P.H. Davis) Greuter & Wagenitz'

Klasea hakkarica 2300 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Endemik

olan bu tiir Tiirkiye’de Hakkari ilinde yayihs gosterir.
1.2.1.9. Klasea haussknechti (Boiss.) Holub'

Klasea haussknechti 1780-2800 m yiikseklikte yetisen cok yillik otsu bir bitkidir.
Endemik olmayan bu tiir diinyada Kuzey Iran, Kafkasya bélgelerinde bulunurken,

Tiirkiye’de Dogu Anadolu bélgesinde yayilis gGsterir.
1.2.1.10. Klasea kotschyi (Boiss.) Greuter & Wagenitz!

Klasea kotschyi 1830-2285 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Endemik
olmayan bu tiir diinyada Kuzey Irak bdlgesinde bulunurken, Tiirkiye’de Giineydogu

Anadolu bélgesinde yayilig gosterir.
1.2.1.11. Klasea kurdica (Post) Greuter & Wagenitz'

Klasea kurdica 800-1700 m yiikseklikte yetigen cok yillik otsu bir bitkidir. Endemik

olmayan bu tiir diinyada Kuzeybat1 Suriye bélgesinde bulunurken, Tiirkiye’de Giiney

L http/www. theplantlist.org/tpl/search?q=klasea; http://www.tubives.com/




Anadolu bolgesinde (Amanoslar) yayilis gésterir.
1.2.1.12. Klasea lasiocephala (Bornm.) Greuter & Wagenitz !

Klasea lasiocephala 1700-2000 m yiikseklikte yetisen cok yillik otsu bir bitkidir.
Endemik olan bu tiir Tiirkiye’de Orta ve Giiney Anadolu bélgelerinde yayilis g6sterir.

1.2.1.13. Klasea oligocephala (DC.) Greuter & Wagenitz'

Klasea oligocephala 760-2400 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Endemik olan bu tiir Tiirkiye’de Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bélgesinde

yayilis gisterir.
1.2.1.14. Klasea quinquefolia (Willd.) Greuter & Wagenitz'

Klasea quinquefolia 0-1100 m ylikseklikte yetisen cok yillik otsu bir bitkidir.
Endemik olmayan bu tiir diinyada Kafkasya, Kuzey Iran bolgelerinde yetisirken,

Tiirkiye’de Kuzey Anadolu bélgesinde yayilis gdsterir.
1.2.1.15. Klasea radiata (Waldst. & Kit.) A Love & D.Love’

Klasea radiata 900-1000 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Endemik
olmayan bu tiir diinyada Orta Avrupa, Kafkasya bdlgelerinde yetisirken, Tiirkiye’de
Kuzey Dogu Anadolu bilgesinde yayilig gdsterir.

1.2.1.16. Klasea serratuloides (DC.) Greuter & Wagenitz'

Klasea serratuloides 600-2000 m yiikseklikte yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir.

Endemik olmayan bu tiir diinyada Kuzeybati Iran, Transkafkasya bolgelerinde
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yetisirken, Tiirkiye’de Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bélgelerinde yayilis

gosterir.

1.2.2. Klasea tiirlerinin halk arasinda kullanihsi

Klasea chinensis'in ve Klasea strangulate'in kdkleri, eski ¢aglardan beri su ¢igegi,
toksikozis ve yiiksek kolestrol tedavisinde Cin'de halk arasinda kullanilmaktadir (Dai
vd., 2002; Zhao vd., 2006).

1.2.3. Klaseaq tiirleri ile yapilan kimyasal arastirmalar ve aktivite calismalan

Bathori vd. (2004), K. coronata, K. wolffli ve K. tinctoria sulu metanolik bitki
dziitlerinin antioksidan etkisini arastwmiglar ve ekstrelerin konsantrasyona bagl
olarak lipid peroksidasyonunu inhibe ettikleri tespit etmiglerdir. Ekstrelerin i¢eriZinde
bulunan flavonoidleri ve ekdisteroitleri, antioksidan  bilesenler olarak
degerlendirmislerdir. Ayrica lipid perosidasyonunda, K. coronata bitki 6ziitliniin
flavonoid iceren fraksiyonunun ekdisteroit igeren fraksiyona gére daha antioksidan

etkili oldugunu tespit etmiglerdir.

Guinot vd. (2009), 19. yiizyila kadar sar1 bir boya olarak kullanilan gok yillik bir cins
olan K. tinctoria bitkisinin flavonoidlerini arastwmislardir. Yapilan c¢alismada,
ozellikle olgunlagmus tiirlerinde flavonoidlerin gévdelerden ziyade yapraklarda yogun
oldugunu rapor edilmigtic. Ayrica bu ¢aligmada luteolin-4'-O-glukosid ve 3-
metilkuersetin flavonoidleri ilk kez K. tinctoria yapraklarindan izole edilerck NMR

spektroskopi ile tanimlanmistir (Guinot vd., 2009).

K. strangulata’nin  rizomlarindan {i¢  gliseroglikolipit, 1,2-di-0-(97,127,15Z-
oktadekatrienoil)-3-0-(6-amin-6-deoksi-@-D-glukozil)gliserol, 1,2-di-O-
(97,122,157~ oktadekatrienoil)-3-0-(6-p-hidroksi-fenilpropinamid-6-deoksi- a-n-
glukozil)-gliserol ve 1,2-di-O-(9Z,12Z,15Z-oktadekatrienoil)-3-O-[-a-D-glukoz(1-6)-
B-p-alloz]-gliserol ile birlikte bir seskiterpen lakton ve iig fitoekdison izole edilmistir.
Yapist aydmlatilan bu bilesiklerin dnemli antimikrobiyal ve antitiimér aktivitelerinin

oldugunu tespit edilmistir (Dai vd., 2001).

K. centauroide'in toprak stii ve kdklerin ugucu yag bilesenlerini GC-MS kullanarak

incelenmistir. Bu ugucu yag 6rneklerinde 50°den fazla bilesik belirlenerek bunlarin 47
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tanesi tanimlanmigtir. Toprak dstli ve koklerden elde edilen ugucu yaglarin ana
bileseninin spathulenol (sirasiyla %13,7 ve %13,9), karyofilen oksid (23,3%) ve
humulin-6,7-epoksid (9,9%) oldugu tespit edilmistir (Tsybiktarova vd., 2016).

Tsybiktarova vd. (2017), K. centauroides'in hava organlarinda li¢, yeralti organlarinda
ise dort serbest amino asit tespit etmiglerdir. Ayni grup, esansiyel amino asitler olan
arginin, valin, lisin, metiyonin ve fenilalanin de dahil olmak {izere sirasiyla toprak istii
kisimlarinda dokuz, kéklerde ise sekiz baglanmig amino asit tespit etmiglerdir. K.
centauroides’lerin toprak iistli kisimlarinda serbest amino asit olarak metionin (%
90,74) tespit edilirken, tirozin (% 41,16), lizin (% 23,93) ve alanin (toplam amino
asitlerin% 12,45') serbest olmayan asitler olarak bulunmustur. Koklerde ise serbest
amino asit olarak prolin (% 46,97) ve serin (% 22,25) tespit edilirken, fenilalanin (%

52,56) ve valinin (% 16,99) serbest olmayan amino asitler olarak rapor edilmistir.

Odinokov vd (2002), K. coronata'dan 3-epi-20-hidroksiekdison, 20-hidroksiektison,
ekdison, ajugasteron C ve polipodin B, 20-hidroksi ekdison 22-asetat ve taksisteron

fitoekdisteroidleri izole etmislerdir.

Myagchilov vd. (2017), K. coronata’nin yapraklarindan 3-metilkuersetin-3'-O-f-D-
glukoronipiranosid [5-(5,7-dihidroksi-3-metoksi-4-okso-4 H-kromen-2-yl)-2 hidroksi
fenilhekso-piranosideronik asit] ve kuersetin-3'-O-f-D-glukoronipiranosid[ 2-hidroksi-
5-(3,5,7-trihidroksi-4-okso-4 H-kromen-2-yl) fenilheksopiranosideronik asit]
flavonoidlerini izole etmiglerdir. Izole edilen bilesiklerin yapilari, UV spektroskopisi,
NMR spektroskopisi, elektrosprey iyonizasyonu ve kiitle spektrometresi kullanilarak

aydmlatnusgtir.

Simon vd. (2007), K. wolffii kiklerinin metanol ekstrelerinin arastirilmasiyla ekdison
bilesikleri olan 26,38,20R,22R,25-pentahidroksi-5-kolest-6,8 (14)-dien, 24-metilen-

sidasteron, stachysterone B ve 14,15-a-epoksit izole edilmistir.

Nowak vd. (2009), K. quinquefolia'nin toprakiistii kisimlarmm metanolik ekstresi

lizerine yaptiklar1 kimyasal ¢caligmada, @, f-arbutin anomerini izole etmislerdir.

Tel vd. (2013), dort Klasea tiiriiniin yag asidi profillerini GC ve GC-MS tekniklerini
kullanilarak arastrmislardir. Ayni grup, palmitik, oleik, linoleik ve linolenik asitlerin
ana yag asitleri oldugunu, K. lasiocephala'nin metanol ekstresinin f-karoten-linoleik
asit, DPPH serbest radikali giderim ve CUPRAC analizlerinde en yiiksek aktiviteyi

gosterdigini ve K. radiata'nin hekzan &ziitinlin de en iyi metal gelat aktivitesini
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sergiledigini tespit etmislerdir. Ayrica, Tel wvd, (2013), ekstrelerin in vitro
antikolinesteraz aktivitesini, Alzheimer hastalifnin patogenezinde kilit enzimler olan
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE)'ye karsi test etmislerdir. Buna
gore, K. radiata ve K. lasiocephala'nin heksan ekstreleri haricindeki ekstreler AChE
ve BChE'ye karsi orta diizeyde inhibisyon gosterirlerken, K. erucifolinin hekzan
ekstresi ve K. radiatanin metanol ekstresi tirozinaz inhibisyon aktivitesi

sergilemektedirler.

1.2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar icin gesitli tanimlar yapilmstir, ancak ortak tanimlama yapilacak
olursa antioksidanlar; kiigiik derisimlerde herhangi bir maddenin serbest radikalleri
notralize edebilmesiyle oksitlenebilir substratin oksidasyonunu engelleyen molekiiller

olarak ifade edilebilir (Antolovich vd 2002).

Oksidasyon reaksiyonunun hiicrelere zararli etkisi ve oksidatif stresin neden
olabilecegi hastaliklar géz dniine alindiginda, antioksidanlar hem insan sagligi hem de
tim canlt organizmalarda ©nemli bir rol oynamaktadir (Aydin, 2015).
Antioksidanlarin, kanser, arterioskleroz ve kalp hastaligi dahil olmak fizere ¢esitli

hastaliklara karsi insan sagligini korudugu bilinmektedir (Bandyopadhyay, 2006).

Antioksidanlar, gidalarm dogal bilesenleri olarak meydana gelebilir, driinlere
eklenebilir veya isleme sirasinda olusturulabilirler. Antioksidanlarin rolii, sadece
gidalarin kalitesini iyilestirmek degil, ayn1 zamanda gida kalitesini korumak ve raf
Omriinid vzatmaktir. Gida islemede kullanmilan antioksidanlar, ucuz, toksik olmayan,
dusiik derisimlerde etkili, kararli ve igslemeyi siirdiirme yetenegine sahip olmalidir.
Renk, lezzet ve koku en az diizeyde olmalidir. Kullanilacak antioksidanin se¢imi, tiriin
uyumluluguna ve diizenleyici ilkelere baghdir (Giese, 1996; Coppen, 1983; Reische,
2002).

1.2.4.1.  Antioksidan aktivite tayin yontemleri

DPPH radikali giderim aktivitesi tayin yontemi

DPPH serbest radikal siipiiriicti aktivite yaygin kullanima sahip bir antioksidan

analizidir. Basit ve dogru bir yontemdir. Bu analizin temeli, DPPH serbest radikalinin,



serbest radikalin hidrojen atomunu yakalamasi kabiliyetine dayanwr. DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozelti icinde mor bir renge sahip serbest radikaldir.
Antioksidan molekiiller ve fenolik bilesikler tarafindan indirgenerek, ¢ozeltide sar1
renge sahip difenilpikril hidrazine doniislir. Bu §zellik reaksiyonun gorsel olarak
izlenmesini saglar ve serbest radikal siipiirme aktivitesi 517 nm'de absorpsiyon

degisikliklerini dlgerek hesaplanir (Blois, 1958).
ABTS katyon radikali giderim aktivitesi

2,2'-Azinobis  (3-etilbenzotizolin-6-siilfonik asit) radikal katyonu (ABTS™)
antioksidan kapasiteleri aragtrmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Antioksidan
ve ABTS radikal katyonu arasmdaki reaksiyon 734 nm'de izlenir (Henriquez, 2002).
ABTS yontemi, flavonoidler, hidroksisinnamatlar ve karotenoidler dahil olmak {izere
hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlara uygulanabilir. ABTS radikal katyonu,
ABTS'nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu ile olusur ve ABTS™, antioksidanlar
tarafindan azaltilir (Re, 1998; Henriquez, 2002; Barut, 2011).

CUPRAC aktivite yontemi (Bakir (II) indirgeme antioksidan kapasitesi)

Apak ve arkadaglarinin gelistirdigi bu ydntem, demir (III) iyonu indirgeme giicli
(FRAP) testinin bir gegididir. Bu yontemde Fe** yerine Cu®* kullanilmustir. Bir
numunedeki tiim indirgeyici ajanlarin etkisi ile Cu®" 'nin Cu™ ya indirgenmesi ve

Cu "’ nin neokuprin ile kompleksasyonu temeline dayanir (Apak vd., 2004).

Bakir, demirden nispeten daha diisiik bir redoks potansiyeline sahiptir, bu yiizden
reaksiyonlar1 daha secicidir ve CUPRAC'da FRAP ile ortak girisimler gbzlenmez.
Buna ek olarak, bakir, demire gére daha hizli bir reaksiyon kinetigine sahiptir (Prior

vd., 2005; Celep, 2013).
1.2.4.2.  Antioksidanlarin stmiflandrimast

Antioksidanlar, birincil antioksidanlar ve ikincil antioksidanlar olarak etki
mekanizmalari ile genis bir sekilde siiflandirilabilir. Bazi antioksidanlar birden fazla
aktivite mekanizmasina sahiptir ve siklikla ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak
adlandirilir. Kimyasal etki sekilleri blylik 6l¢iide degisir, ¢linkii bu maddeler serbest

radikal reaksiyonunun tiim asamalarinda islev gorebilir (Reische vd., 2002).
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Birincil antioksidanlar

Birineil, tip 1 veya zincir kirici antioksidanlar, baslangic adimim geciktiren,
engelleyen veya oto-oksidasyonun yayilma asamasini kesen serbest radikal alicilardir.
Oto-oksidasyonun baglatilmasi, bir a-metilenik hidrojen molekiiliintin, bir lipid (alkil)
radikali (R") olusturmak i¢cin doymarug bir lipidden soyutlandiginda ortaya ¢ikar
(Reische vd., 2002).

RH——— R + H' (1)

Bu yiiksek derecede reaktif lipid radikali, daha sonra c¢ogalma reaksiyonunda bir
peroksi radikali (ROQO") olugturmak {izere oksijen ile reaksiyona girer (Reische vd.,
2002).

ROO'+RH ————» ROOH +R’ 2)

Cogalma sirasinda, peroksi radikalleri bir hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipid

radikali olusturmak i¢in lipid ile reaksiyona girer (Reische vd., 2002)..
ROO'+RH —*» ROOH +R’ (3)

Bu lipid radikali daha sonra bagka bir peroksi radikali firetmek i¢in oksijenle
reaksiyona girerek, dongiisel, kendiliginden katalizlenen bir oksidatif mekanizmaya

neden olur (Reische vd., 2002).
R+ —RO0"+H 4

Hidroperoksitler kararsizdir ve ¢ogalma reaksiyonlarini daha da hizlandiran radikaller
Uretmek icin bozulabilirler. Bu reaksiyonlar dallanma basamaklar1 olarak

adlandirilirlar (Reische vd., 2002).
ROOH—* RO+ HO’ (5
RO°+RH ——— > ROH+R’ (6)

Birincil antioksidanlar lipid ve peroksi radikalleri ile reaksiyona girer ve bunlar1 daha
kararh, radikal olmayan {irlinlere doniistiiriirler. Birincil antioksidanlar, hidrojen
atomlarint lipid radikallerine baglarlar, b&ylece lipid tiirevleri ve antioksidan
radikalleri {retirler. Hidrojen vericileri olarak primer antioksidanlar, peroksi
radikalleri i¢in lipidlerden daha fazla afiniteye sahiptir (Porter, 1980). Bu nedenle,
cogalma sirasinda olugsan peroksi ve oksi serbest radikalleri ve dallanma

otooksidasyon basamaklari birincil antioksidanlar tarafindan giderilir. Antioksidanlar
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da dogrudan lipid radikalleri ile etkilesime girebilir (Reische vd., 2002).

ROO + A* — > ROOA (7
RO'+AH ———» ROH + A’ (8)
R+AH ——>RH+A’ ©)

Hidrojenin verilmesi ile fretilen antioksidan radikal, lipidlerle ¢ok diisiik bir
reaktiviteye sahiptir. Bu diigiik reaktivite, yayilma hizini azaltir, ¢iinkii antioksidan
radikalin oksijen veya lipidler ile reaksiyonu cok yavastir. Antioksidan radikal, stabil
rezonans hibridleri olusturmak icin, bir fenol halkasinin etrafinda esglenmemis
elektronun delokalizasyonuyla stabilize edilir. Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve
diger antioksidan radikallerle sonlandirma reaksiyonlarma katilabilir (Reische vd.,

2002).

ROO + A" ——»RO0OA (10)
RO+ A* —————»ROA (11)
A+A ———PAA (12)

Gidalarda en ¢ok kullanilan birincil antioksidanlar sentetik bilegiklerdir. Biitillenmis
hidroksi anisol (BHA), biitillenmis hidroksi toluen (BHT), propil gallat (PG) ve
tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) 6nemli primer fenolik antioksidanlara &rnek olarak
verilebilir  (Sekil 1.3). Tokoferoller en vaygin kullanilan dogal birincil
antioksidanlardir. Karotenoidlerin, mekanizmalari fenoliklerden farkli olsa da, birincil
antioksidan aktiviteye sahip baska bir dogal bilesikler grubudur (Reische vd., 2002).

OH OH

i\ C{CH,), (CH)C - 'E b CICH,),
§
{ ®
OCH, CH,
Bitillenmis hidvoksi anisol Biitillenmis hidroksi toluen
OH
HO HO OH
RS

i
i

HO = ““ﬁ/o\/\
O

Propil gallat Tersiver bli] lndrokinen

Sekil 1.3. Birincil antioksidanlar
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ikincil antioksidanlar

Ikineil, koruyucu veya tip 2, antioksidanlar ¢esitli olas1 mekanizmalarla hareket eder.
Bu antioksidanlar birkag¢ farkl etkiyle oksidasyon hizini yavaglatirlar, ancak serbest
radikalleri daha kararli iiriinlere ddniigtiirmezler. Ikincil antioksidanlar, proksidant
metalleri selatlayabilir ve bunlar1 deaktive edebilir, hidrojeni primer antioksidanlara
yenileyebilir, hidroperoksitleri radikal olmayan tiirlere dagitabilir, singlet oksijeni
deaktive edebilir, ultraviyole radyasyonu absorbe edebilir veya oksijen siipiiriicii
olarak iglev gorebilir. Bu antioksidanlar siklikla sinerjistler olarak anilirlar, ¢iinkii tip
1 antioksidanlarin antioksidan aktivitesini desteklerler. Sitrik asit, askorbik asit,
askorbil palmitat, lesitin ve tartarik asit, sinerjistlerin iyi drnekleridir (Reische vd.,

2002).

TH
O+ OH I - -
HO OH s
OH HO CH
Sitrik Asit Askorbik Asit

[~ karoten

Sekil 1.4. ikincil antioksidanlar

1.2.5. Fenolik bilesikler ve organik asitler

Fenolik bilegikler normal gelisim swrasinda bitkiler tarafindan sentezlenen ikincil
metabolitler olarak kabul edilirler (Harborne, 1982; Pridham, 1960) . Bu bilesikler
bitkilerin her yerinde bulunan (Harborne, 1982; Harborne, 1984 ) fenilalanin ve
tirozinden tiiretilen ¢ok cesitli fitokimyasallar grubudur (Shahidi, 2000; Shahidi,
Naczk, 2004). Bitki fenolikleri basit fenoller, fenolik asitler (hem benzoik hem de
sinamik asit tirevleri), kumarinler, flavonoidler, stilbenler, hidrolize edilebilir ve

yogunlastirilng tanenler, lignanlar ve ligninleri icerir (Naczk ve Shahidi, 2004).
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Fenolikler, bir veya daha fazla hidroksil grubu i¢eren aromatik halkaya sahiptirler.
8.000°den fazla fenolik yapt oldugu bilinmektedir. Bitki fenolikleri, bitkilerin
renklerine katkida bulunmanin yani sira, patojenler, parazitler ve yirticilar tarafindan
ultraviyole radyasyonuna veya saldirganligina kargt savunmaya katilmaktadir. (Dai ve
Mumper, 2010). Fenolik bilesikler, anti-alerjik, anti-artrojenik, anti-inflamatuar, anti-
mikrobiyal, antioksidan, anti-trombotik, kardiyoprotektif ve vazodilatatdr etkiler gibi
¢ok gesitli fizyolojik 6zellikler sergiler (Benavente-Garcia vd., 1997; Manach vd.,
2005; Middleton vd., 2000; Puupponen-Pimid vd., 2001; Samman vd., 1998;
Balasundram vd., 2006 ).

Organik asitler, bir karboksil grubu (-COOH) ile karakterize edilen asidik &zelliklere
sahip organik bilesiklerdir (Quitmann vd., 2013). Zay:f asitler olarak bilinirler, ¢linkii
bunlar kismen sulu ¢dzeltide ayrigirlar. Organik asitlerin yapisindaki karboksi gruplari,

hidroksi gruplar1 ve karbon-karbon ¢ift baglar1 sayis1 farklilik gdsterir (Theron ve

Lues, 2010; Costa and Conte-Junior, 2017; Anyasi, 2017).

Organik asitler dogal olarak birka¢ gidada bulundugu gibi hidroliz, biyokimyasal
metabolizma ve mikrobiyal aktivite sonucu olusan fermente {irlinlerde de bulunur
(Swetwiwathana ve Visessanguan, 2015). Ayrica, organik asitler antimikrobiyal
etkinlik nedeniyle ( Mani-Lopez vd., 2012; Mohan ve Pohlman, 2016; Zaki vd., 2015)
gida endiistrisi i¢in gida bozulmalarini 6nlemek ve gida bilesenlerinin raf dmriinii
uzatmak igin gida katki maddeleri ve koruyucular olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Cheng, 2010; Jurado-Sanchez vd., 2011; Costa and Conte-Junior,
2017).

1.2.5.1.  Dagilimlar:

Fenolik bilesikler ve basit fenoller genellikle bitki dokularinda bulunur. Céziinebilir
fenolikler hiicre kofullarinda yoZunlagirken, ¢oziinmeyen fenolikler hiicre
duvarlarinda bulunur (Towers ve Harborne, 1964). Fenoller, protein ile kompleks
olugturabilir. Doku seviyesinde, bitkilerin dis tabakalar1 i¢ kisimlarinda bulunanlardan
daha yiiksek seviyelerde fenolikler igerir (Naczk ve Shahidi, 2004). Fenolik asitler
evrensel dagilima sahiptirler. Lignine baglidirlar ya da yapragin alkol ile ¢dziinmeyen
fraksiyonunda bulunurlar. Serbest fenoller bitkilerde nadir bulunurlar. Hidrokinon en

yaygin bulunan fenol iken katekol, orkinol, floroglukinol ve pirogallo] nispeten daha
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az bulunur. Bitki melaninleri, basit fenoller iirettigi bilinen dogal fenolik polimerlerdir.
Yaygmn olarak dagilim gdsteren fenil-propanoidler; lignanlar, kumarin ve
eugenollerdir. Lignanlar cogunlukla 6z odunlarda bulunur. Kumarin birgok cesit ¢im
ve yem bitkisinde goriiliir. Eugenol ise karanfil yagmmn ayirt edici bilesenidir (Husain

ve Gupta 2015).

Bitkisel dokularda organik asitler dogal olarak bulunduklari gibi fermantasyon
sonucuda meydana gelebilirler. Birinci ve ikinci derece organik asitlerde sitrik asit,
malik asit, tartarik asit, fumarik asit ve isositrik asit genis dagilima sahiptir.
Fermantasyon sonucu meydana gelen ve genig dagilima sahip organik asitlere ise

formik asit, laktik asit ve siiksinik asit &rnek olarak verilebilir (Ozkaya, 1988).
1.2.5.2.  Olusumlar

Bitki fenolikleri, iki temel yolla biyosentezlenir: Sikimik asit yolu ve malonik asit
yolu. Sikimik asit yolu ¢ogu bitki fenollerinin biyosentezine katilir. Malonik asit yolu

ise bitkilere oranla mantar ve bakterilerde daha ¢ok olur (Ozeker, 1999).

Sikimik asit yolu basit karbonhidratlardan baglar ve aromatik amino asitlere ilerler. Bu
yolun ara maddelerinden biri, adini tiim reaksiyon dizisine veren sikimik asittir. Cogu
bitki tiirlinde, bu sentezdeki temel adim, bir amonyak molekiiliiniin eliminasyonu ile
fenilalaninin sinnamik aside doniistiiriilmesidir. Bu reaksiyon, fenilalanin amonyak-
liyaz (PAL) enzimi ile katalize edilir. Birkag bitkide, dzellikle ¢imenlerde, fenolik
olusumlardaki ana reaksiyon, tirozin 4 hidroksisinnamik aside benzer bir déniisiimdiir

(Hrazdina, 1992; Ozeker, 1999).

Bitkilerde ikineil metabolizmanin 6nemli bir diizenleyici enzimi olan PAL aktivitesi,
hormonlar, besin seviyeleri, 151k (fitokrom iizerindeki etkisi ile), mantar enfeksiyonu
ve yaralama gibi gesitli dig ve i¢ faktdrlerin kontrolii altindadir. Fungal saldiri, PAL
kodlayan mesajc1 RNA'nin transkripsiyonunu tetikler, béylece bitkide PAL sentezini
arttirir ve fenolik bilesiklerin sentezini uyarir (Kuhn vd., 1984; Ozeker, 1999).

Organik asitlerin olusumunda ilk adim lipoliz, proteoliz ve glikolizdir. Daha sonra
olusan sekonder ve tersiyer reaksiyonlar ile (oksidasyon,
transaminasyon\dekarboksilasyon vb.) primer iriinlerden serbest organik asitler

meydana gelir (Tschager, 1982; Oztek, 1985).
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1.2.5.3.  Smuflandirilmalar

Fenolik bilesikler basit fenolik bilesikler ve kompleks fenolik bilesikler olmak iizere
iki gruba ayrilirlar (Ozeker, 1999). Basit fenolikler; fenolik asitler ve kumarinler
olarak siniflandirilir. Fenolik asitler de hidroksi benzoik asitler ve hidroksisinamik
asitler olmak tizere kendi i¢inde iki alt sinifa ayilir (Vermerris ve Nicholson, 2006; de
Lourdes Reis Giada, 2013; Okumus vd., 2015). Kompleks fenolik bilesikler ise

lignanlar, flavanoidler ve tanninler olmak {izere {i¢ gruba ayrilirlar (Ozeker, 1999).

Organik asitler karbon zinciri tiiriine gore; alifatik, alisiklik, aromatik ve heterosiklik,
doymamuslik derecesine gore; doymus ve doymamus, fonksiyonel gruplarinin sayisina
gbre ise monokarboksilik, dikarboksilik wve ftrikarboksillik asitler olarak

siniflandirilirlar (Quitmann vd., 2013; Costa ve Conte-Junior, 2017).

1.2.5.4. Flavonoidler ve flavonoid glikozitler

Flavonoidler bitki kralligi boyunca bitkilerde mevcut olan 2-fenil-benzil-j-piron
tiirevleri sekonder metabolitlerdir. Bu grubun 9000'in tizerinde bilesigi bilinmektedir
(Buer vd., 2010; Mierziak vd., 2014). Flavonoidler; 2-fenil kromon ¢ekirdeginden
(flavonlar ve flavonoller) veya 2-fenil kromanon ¢ekirdeginden (flavanonlar ve
flavanonoller) tiiretilmis, oksijenli bir heterosiklik yapiyla baglanmig iki benzen
dongiisii ile karakterize edilen sar1 pigmentli yapilardir (Ribéreau-Gayon, 2006).
Flavonoidler, monosakkaritler ve disakkaritler ile konjuge edilmis ve oligosakkaritler,
lipidler, aminler, karboksilik asitler ve organik asitler ile kompleksler olugturan
stilfatlanmis ve metillenmis tiirevler olarak da ortaya ¢ikarlar (Duthie vd., 2003; Giada,

2013).

Hidroksilatasyon derecesine ve heterosiklik piron halkasinda C2-C3 ¢ift bagin
varligma gore flavonoidler 13 smifa ayrilirlar (Sanchez-Moreno, 2002). En énemli
flavonoidler; flavonoller, flavanoller, flavonlar, izoflavonlar, antosiyanidinler veya
antosiyaninler ve flavanonlardir (Scalbert ve Williamson, 2000; de Lourdes Reis
Giada, 2013) . En yaygin flavonoidlerin bazilari sunlardir: quercetin (sogan, brokoli
ve elmada bol miktarda bulunan bir flavonol), katesin (¢ay ve ¢esitli meyvelerde
bulunan bir flavanol), naringenin (greyfurtun ana flavanonu), siyanidin-glikozit (berry

meyvelerinde bol miktarda bulunan bir antosiyanin) ve daidzein, genistein ve
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glisitindir (soya fasulyesinde bulunan ana izoflavonlar) (D'Archivio vd., 2007). Bazi

Flavonoidlerin yapilar1 Sekil 1.5” de verilmistir (Dai ve Mumper, 2010).

Anfosiyanidin Flavanon Flavanol
A
. ;}; 0t ;&“{\‘\g’“ By
. i 1 i H
¥ H Y & e i
il&i\r’,’\ g l;aﬁ.;ff “}""*’/}‘\P mx\?f,ﬁf’w \,ﬁ/\%‘}‘/ R,
: 2 :
oA L8 z ¢
4 3 G P i
S F o \ﬁ"ﬁ K{‘ ' ﬁfa
ot o By
Delphimdin £+ R~ OH Hespesetin: B = O, 1 OCH, Caechie B> R 7R = 8- R ~OH. R~ H
Cymidior B OB, R - 1 Nuringenin: K« H R0 O1 Epicatechiss B =R R =R, = R~ 01,
R 1)
Flavon Flavonol fzoflavon

Ry
Aptgenin Ro= R =R = O R = R=11 Queroeting B = R=R, =R ~0H R~ H Crepistein R, » o= B~ O
Lutsonin: B <R« B, R, = O R,= I Myricetie B R R, 2 R # R+ OH Daideci R~ R.= GHLR.= }

Sekil 1.5. Flavonoidlerin yapilar

Flavonoid glikozitler, bitkiden potansiyel aktif maddeler ve olasi kalite kontrol
belirtegleri olarak kesfedilmis ve izole edilmistir (Fu vd., 2008; Fu vd., 2010; Mbamalu
vd., 2016). Flavonoid glikozitler, bircok bitkinin ortak bir bilesenidir ve farmakolojik
aktiviteye sahip Onemli bir bitki bilesimi sinifidie (Bruneton, 2012). Bitki
hiicrelerindeki ¢ogu flavonoidler glikozitler olarak bulunur. Flavonoid iskeletindeki
seker ikamesi, O-glikozidler durumunda hidroksil gruplart yoluyla veya C-
glikozitlerde A halkasindaki dogrudan karbon atomlarina dogru gergeklesebilir

(Stobiecki, 2000).

1.2.6. Kemometrik analiz

Kemometri, "optimum prosediirleri ve deneyleri tasarlamak veya se¢mek ve kimyasal

verileri analiz ederek maksimum kimyasal bilgi saglamak igin istatistiksel ve
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matematiksel ydntemleri kullanan bir kimya disiplini" olarak tanimlanmustir.
Kemometri kavram ilk olarak Svante Wold tarafindan 1972'de kullanilmis ve 1974

yilinda Bruce Kowalski tarafindan resmilesmistir (Varmuza, 2012).

Kemometri organik kimya, kromatografi ve spektroskopi, fiziksel kimya, bilimsel
arkeoloji, biyoloji gibi bir ¢ok alanda kullaniimaktadir. Kemometrinin farkli disiplinler

ile iligkileri Sekil 1.6'da sunulmaktadir (Brereton, 2003; Ding, 2007).

Matematik
Istatistilc Crganile
Kimva ,
Bivoloji e
Tp
Analitike
Programlama Kemometri 3 Uvgulama
we hesaplama T Sanayi s
Gida
Muahendislik Fizikokimva

Sekil 1.6. Kemometrinin iligkili oldugu disiplinler

Kemometri kimya alaninda kompleks numunelerin analizinde

< Hizhi

% Giivenilir
% Keskin
% Dogru
% Esnek

% Cok yonlii ¢oziimler sunmasi
gibi ydnlerinden dolayi tercih edilir (Ding, 2007).

Temel bilesen analizi (PCA), kemometrik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan ¢ok
degiskenli bir modelleme ve analiz teknigidir. PCA, verideki modelleri tanimlamanin
ve verilerin benzerliklerini ve farkliliklarini vurgulayacak sekilde ifade etmenin bir

yeludur (Shin vd., 2010). Verileri gérsellestirmek i¢in PCA kullanilir, En 8nemli PCA
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uygulamasi, degisken sayismin (skorlar) azaltilmasi ve cok boyutlu bir veri tablosunun
diistik boyutlu bir alanda gdsterilmesidir. Boylece, yeni dediskenler (yiikler) orijinal
olanlarin dogrusal kombinasyonlari ve spektrumlari olarak yorumlanabilir (Roggo vd.,

2007).

Hiyerarsik kiime analizi (HCA), verilerin dogal kiimelenmelerini ve desenlerini iki
boyutlu bir alanda vurgulayacak sekilde gdsteren analiz teknigidir. Dogasi geregi nitel
olan sonuglar genellikle bir dendrogram olarak sunulmakta, 6rneklerin veya
degigskenlerin kiime ve korelasyonlarmin gorsellestirilmesine izin vermektedir.
HCA'da, 6rnekler veya degiskenler arasindaki Oklid uzakliklar, elemanlart 0 ila 1
arasmda degisen benzerlik indeksleri olan bir benzerlik matrisine gére hesaplanir ve
doniistiirtiliir; daha kiiglik bir mesafe daha biiyiik bir indeks ve dolayisiyla daha biiyiik

benzerlik anlamina gelir (Granato vd., 2010).
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Klasea Cass. Tiirlerinin Toplanmasi

Klasea Cass. (Asteraceae) cinsine ait 15 tiir Prof. Dr. Ahmet Duran ve Dr. Bekir Dogan
tarafindan toplanmig ve tanimlanmugtir. Tiirlerin isimleri, toplama yerleri ve tarihleri

Cizelge 2.1°de listelenmistir.

Cizelge 2.1. Klasea tiirlerinin toplanma yerleri ve zamanlar

Klasea Cass. Tiirleri Toplanma Yerleri ve Tarihleri
1. Klasea borrnmuelleri (Azn.) Greuter & Malatya, Darende Akgatoprak yakinlarinda, 1010
Wagenitz m, 17 Temmuz 2009
2. Klasea cerinthifolia (Sm.) Greuter & Kahramanmaras, Ahir dagt 990 m rakimda, 16
Wagenitz Temmuz 2009

3. Klasea coriaceae (Fisch. & C. A. Mey. ex Kars, Tuzluca'dan Kagizman'a, 1055 m rakimda,

DC.) Holub 20 Temmuz 2009

FeS

. Klasea grandifolia (P. H. Davis) Greuter & | Antalya, Akseki, Stileymanl koyii, 1425 m
Wagenitz rakimda, 31 Temmuz 2009

Mus, Malazgirt, Karmcali kdyti, 1840 m

5. Klasea haussknechtii (Boiss.) Holub
rakimda, 18 Temmuz 2009

6. Klasea kotschyi (Boiss.) Greuter & Bitlis, Tatvan, Sapur kdyii, 1965 m rakimda, 06
Wagenitz Agustos 2009

) Osmaniye, Yarpuz, 1465 m rakimda, 15
7. Klasea kurdica (Post) Greuter & Wagenitz

Temmuz 2009
8. Klasea oligocephala (DC.) Greuter & Kahramanmarag, Ahir dagi, 990 m rakimda, 16
Wagenitz Haziran 2009
9. Klasea quinguefolia (M. Bieb. ex Willd.) Artvin, Ardanug, Boyalt kéyii, 1210m, 11
Greuter & Wagenitz. Agustos 2009
10. Klasea serratuloides (DC.) Greuter & | Van, Glirpinar, 2125 m rakimda, 15
Wagenitz Temmuz 2009
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Cizelge 2.1. (Devam)

11. Klasea erucifolia (Linnagus) Boriss. Erzurum, Kopritkdy, Egirmez Kdyi, 1635 m

rakamda, 09 Agustos 2009

12. Klasea hakkiarica P. H. Davis Hakkari, Cilo Dagi, Kirikdag, 2210 m rakimda

dez deresi yakinlarinda, 07 Agustos 2009

13. Klasea lasiocephala Bornm. Antalya, Gazipasa, Cayiryaka Dad, 1730 m
rakimda, 30 Haziran 2009

14. Klasea radiata (Waldst. et Kit.) Bieb. subsp. | Kars, Kagizman, Ak¢ay’dan Cumagay'a, 1830 m

biebersteiniana Iljin ex Grossh. : rakimda, 20 Haziran 2009

15. Klasea nova Kars, Kagizman, Akcay'dan Cumagay'a, 1830 m
rakimda, 20 Haziran 2009

2.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

2.2.1. Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Etanol, n-hekzan, metanol, amonyum asetat, bakir (II) kloriir, E. Merck'den
(Darmstadt, Almanya) temin edildi. Neokuproin, a-tokoferol, biitillenmis hidroksil
anisol (BHA), 1,1-difenil-2 pikrilhidrazil (DPPH), ABTS (2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) di amonyum tuzu) ve K2S20z Sigma Chemical Co.
(Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Almanya)’dan temin edildi. Diger tiim

kimyasallar ve ¢oziiciiler analitik safliktadir.

2.2.2. (ozeltilerin hazirlanmasi

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi vonteminde kullanilan ¢ézelti

% 0,4 mM DPPH radikali i¢in; 16 mg DPPH radikali tartilarak 100 mlL’lik balon

Jojede metanol ile ¢6ziildli ve hacmi 100 mL ye tamamlandi.

ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yonteminde kullanilan cozelti

% 7mM ABTS®" ¢ozeltisinin hazirlamak igin; 19,2 mg ABTS tartilarak 5 mL saf

21



suda ¢oziildii. Bu ¢dzeltinin iizerine toz halinde 3,3 mg (2,45 mM) K2S:0s
ilave edildi ve karistirildi. Oda sicakhifinda karanlikta 12-16 saat bekletildi.

CUPRAC aktivite vonteminde (Bakur (I indirgeme giicii) kullanilan cozeltiler

&,
R

&
R4

&,
0.0

10 mM’lik Cu(ll) ¢bzeltisini hazirlamak igin; 170,5 mg CuCh.2H20 tartild:
100 ml’lik balon jojede saf su ile ¢6zldii ve 100 mL’ye tamamlandi.

1 M pH=7 NH4Ac tamponunu hazwlamak i¢in; 7,708 g NHsAc tartildi. 100
ml’lik balon jojede saf suda ¢oziildii ve hacmi 100 mI’ye tamamlandi.

7,5 mM neokuprin ¢dzeltisinin hazwrlanmasi: 39 mg neokuprin tartilarak 25
mL’lik balon jojede bir miktar etanolde c¢oziildii ve hacmi 25 ml'ye

tamamlandi.

HPLC-DAD analizinde kullamilan cozeltiler

o,
0'0

%0,1” ik asetik asit ¢ozeltisi: 1 mL glasiyel asetik asit 1000 mL ultra saf su
icerisinde ¢oziildii. 20 dakika ultrasonik banyoda bekletildi.

2.3. Aletler ve Diger Gerecler

S

RS

N7

Déner buharlagtirict (Rota evaporatér)

Etiiv (Thermo, Amerika Birlegik Devletleri)

Hassas terazi (AND HM200)

Manifold

HPLC-DAD (Shimadzu-20AT)

UV-visible spektrofotometre ( DR-2800)

96-kuyucuklu mikroplate okuyucu (SpectraMax ***PCs4, Molecular Devices,
USA)

Otomatik pipetler (2-20 pL, 10-100pL, 20-200uL., 100-1000pL ve 1-5mL.)
Manyetik karigtirict (Clifton, Almanya)

Cam malzemeler (Balon jojeler, beherler)

2.4. Ekstrelerin Hazirlanmasit

Her bir Klasea Cass. tiirli (100 g), oda sicakliinda (25 ° C’de) dort kez (24 saat x 4)
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2,5 L hekzan ile ekstre edildi, siiziildii ve ¢oziiciisii kuruyana kadar vakumla
buharlastirildi. Daha sonra hekzan ile eksre edilen bitki materyalleri benzer sekilde
metanol ile ekstre edildi, siiziildii ve kuruluga kadar déner buharlastiricida metanol

uaklagtirildi.

2.5. Antioksidan Aktivite Tayin Ydntemleri

2.5.1. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

Klasea cinsine ait 15 tiirlin metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesi Blois (1958) tarafindan belirtilen yonteme gore dlgtilmiistiir. Her Klasea
cinsinden 1000 ppm (1:1) stok ¢ozeltisi hazirlandi ve 1:2, 1:4, 1:8 oraminda seyreltildi.
Hazirlanan érneklerden 40 pL. alinarak 96 well pleytlere koyuldu ve {izerine 120 pL
etanol ve 40 pL, 0,4 mM DPPH ¢ozeltisi eklendi. Kontrol olarak 40 pl. metanol
kullanildi. Oda sicakliginda 30 dakika karanlikta bekletildi. Daha sonra 517 nm’de

absorbanslar1 §leiild.

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

. e A _A
Inhibisyon (%) = —Xentrel “Ornek y 1q(
Agontrol

Bu esitlikte; Akonror kontroliin absorbansi ve Asrnek ise Grnedin absorbansidir (Duh vd.,

1997).

2.5.2. ABTS katyon radikal giderim aktivitesi yontemi

Klasea ekstrelerinin katyon giderim aktiviteleri, ABTS" radikali kullanilarak
belirlendi (Re vd., 1999). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Klasea 6rneklerinden
40 pL alinarak pleytlere koyuldu. Orneklerin iizerine 160 pL, 7 mM ABTS' ¢ozeltisi
eklendi ve 10 dakika bekletildi. Daha sonra 734 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Kontrole
kars1 absorbansi de8erlendirildi ve asagidaki esitlik ile ABTS katyonu radikal giderim

aktivitesi hesapland;

ey Arsnirsi—is
Inhibisyon (%) = =Xemtrel —ormek y 1(()
Akontrol

Bu esitlikte; Axonwol kontroliin, Asmek 6rnegin absorbansidi (Duh vd., 1997).
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2.5.3. CUPRAC (bakar (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi

Klasea tiirlerinin metanol ekstrelerinin bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan
kapasitesi Apak ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem kullanilarak belirlendi (Apak
vd., 2004). Klasea ckstrelerinin farkl
mikropleytlere 40 pL konuldu ve tizerlerine sirasiyla; 60 pL, 1 M (pH=7,0) amonyum
asetat tamponu, 50 pL, 7.5 mM neokuprin ¢dzeltisi, 50 pL, 10 mM CuClz. 2H20

¢ozeltisi eklendi ve 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 450 nm’de absorbans

okumasi yapildu.

2.6. FEkstrelerin HPLC-DAD Analizleri

2.6.1. HPLC-DAD analiz sartlari

konsantrasyonlardaki

HPLC-DAD analiz sartlar1 Cizelge 2.2°de gosterildigi gibidir.

Cizelge 2.2. HPLC-DAD cihazi analiz sartlar

Kolon

Mobil Faz

Kolon Firin Sicakligi
Enjeksiyon Hacmi
Akis Hizi

Dedektor

Dedektér Dalga Boyu

Analiz Siiresi
Gradient Programi

C18 kolon (4 pm, 150 mm x 4,0 mm i.d)

% 0,1’ lik CH;COOH igeren H:0 (A) ve Metanol (B)

35°C
20 uL
1,0 ml/dk

SPD-M20A DAD Dedektor

254 nm

85 dk
Zaman (dak)
0,01
3,00
6,00
8,00
12,0
13,0
18,0
25,0
30,0
36,0
41,0
46,0
56,0
60,0
63,0
65.0
80,0

% Solvent A

98,00
98,00
95,00
94,00
90,00
90,00
75,00
70,00
60,00
58,00
46,00
45,00
44,00
35,00
25,00
15,00
0,000

% Solvent B

2,000
2,000
5,000
6,000
10,00
10,00
25,00
30,00
40,00
42,00
54,00
55,00
56,00
65,00
75,00
85,00
100,00
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2.6.2. HPLC-DAD analizi

15 Klasea tiirliniin metanol ekstrelerinden 8 mg tartilip 1 ml metanolde ¢ziildi. 0,45

pm’lik filtreden gegirildikten sonra HPLC-DAD cihazinda enjeksiyon yapildi.

2.7. lstatistiksel Hesaplamalar

Aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasi + standart hatasi olarak verildi. Sonuglar
%95 giiven smirlari i¢inde # testine gbre belirlendi. Paralel l¢timler arasinda anlaml
bir fark goriilmedi. En kii¢iik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regrasyon

analizi eZim, intersept ve korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesi ile yapildu.

2.8. Kemometrik Analiz

Tim kemometrik hesaplamalar Minitab 16.2.1 istatistiksel software (Minitab Inc.
2010) kullanilarak yapildi. Calismada 15 farkli Klasea cinsinin metanol ekstreleri
incelendi. 15 6rnegin kemometrik analizleri, HPLC-DAD kromatogramlarinda yer
alan maddeler ve aktiviteler ile korelasyon analizi, temel bilesen analizi (PCA) ve

hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) teknikleri kullanilarak yapilda.

2.9. ICsp ve Ags Degerlerinin Hesaplanmasi

CUPRAC deneyi diginda tiim aktivite sonuglart %50 inhibisyon konsantrasyonu (ICso)
olarak verildi. ICso degeri, %50 inhibisyon icin gerekli konsantrasyonu ifade eder.
CUPRAC sonuglar1 ise Ags degeri olarak ifade edildi. 1Cso degeri 0,500 absorbansa
kargihk gelen konsantrasyonu ifade eder. ICso deeri 6rnek konsantrasyonunun
%inhibisyona karsi ¢izilen grafikten, Aos degeri ise Ornek konsantrasyonunun
absorbansina karsi ¢izilen grafiinden hesaplandi. 1Cso ve Ao s degeri ne kadar kiiclik

ise antioksidan aktivitesi o kadar yiiksektir.
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3. BULGULAR VE iRDELEME

3.1. Ekstrelerin Ekstre Miktar: Ve Verimleri

Klasea cinsine ait 15 tiirlin metanol ekstrelerinin verimleri Cizelge 3.1.°de

verilmektedir.
Cizelge 3.1. Klasea Cass. ekstrelerinin verimleri ve miktarlar
Klasea Cass. Tiirleri Ekstrelerin Kodlari SeERpL B %Verim
Miktar (g)
Klasea bornmuelleri KBM 2,98 2,98
Klasea cerinthifolia KCM 3,01 3,01
Klasea coriaceae KecoM 3,15 3,15
Klasea erucifolia KEM 3,51 3,51
Klasea grandifolia KGM 2,90 2,90
Klasea hakkiarica SHM 2,86 2,86
Klasea haussknechtii KHM 3,33 3,33
Klasea kotschyi KKM 3,45 3,45
Klasea kurdica KkuM 2,96 2,96
Klasea lasiocephala KLM 2,85 2,85
Klasea nova KNM 2,66 2,66
Klasea oligocephala KOM 3,23 3,23
Klasea quinquefolia KOM 3,00 3,00
Klasea radiata KRM 3,12 3,12
Klasea serratuloides KSM 3,16 3,16
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3.2. Ekstrelerin HPLC-DAD Analizi Sonuclar

15 Klasea tiirlinlin metanol ekstrelerinin 27 standart madde kullanilarak HPLC-DAD
cihazinda analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda kromatogramlarda yer alan
maddelerin miktarlar1 Cizelge 3.2°de, Klasea tiirlerine ait parmak izi kromatogramlari
ise Sekil 3.1.°de verilmektedir. 27 standart maddeden klorojenik asit ve rutin analizi

yapilan tiim Klasea tiirlerinde ortak fenolik bilesik olarak bulundu.

Cizelge 3.2. Metanol ekstrelerinin HPLC-DAD kromatogramlannda yer alan maddelerin
miktarlan (pg/g)

:.f; — E _E &= g = 'é = ko

§ 88 £ £ 4 Y38 & § ¢ & 2 2

KBM . s 77 - < - - 1843 14 - 096
KCM 46 1636 i Too297 To1244 T T 352
KCoM i i i i i i i C2676 0 1,7 7,32
KEM ’ i i i i i i i ) tr . tr
KGM o i i i i ) ) 28 7 ir
SHM ) i i I I S ) 028 7,03 T 461
KHM i i i i i i . i Tooo250  C T 575
KKM i o294 i i i i To1050 C T 7,15
KkuM . i i i i i i i To437 0 T 331
KLM ) ) ) ) ) ) ) ) 499 T T 14,96
KNM ) ) 035 ) 059 0,18 078 7 294
KOM T i . T02 039 o132 T T 1,94
KQM T i i i i i i To1498 T T 494
KRM T08 T i i i ) i Too270 7T tr
KSM . = = < . . . . « #28 < BEF =

- tespit edilemedi.

{r: iz miktarda.
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3.2.1. Klasea bornmuelleri tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Klasea bornmuelleri’ye ait HPLC-DAD kromatogrami Sekil 3.2°de verilmektedir.
HPLC-DAD cihazinda taramasi yapilan 27 fenolik maddeden; 2-(4-dihidroksifenil)
etanol (7,69 pg/g), klorojenik asit (18,43 ng/g), ferulik asit (1,43 pg/g) ve rutin (0,96

g/g) Klasea bornmuelleri tiiriinde bulundu. HPLC-DAD analizi yapilan diger Klasea
tirleri ile karsilastirildigi zaman, ferulik asidin sadece Klasea bornmuelleri’de
bulundugu goriildii. Rutin ise diger tiirlere gére Klasea bormmuelleri’de daha az

miktarda bulundu.

mAU
254 4nm (1.00)
7004
600
500 = -
§ 3
400/ = o
A ‘2
= oS
300 B g
cu = o
-~ 7 e
200] s ~° B E
3 O
o) 3 fi=]
100 | 3 -
b o D =1
O_J\,/L,,b & =2 M ]
-1001 T LI — = T T T T L B
0 10 20 30 40 50 60 70 80 min

Sekil 3.2. Klasea bornmuelleri tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatograima

3.2.2. Klasea cerinthifolia tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Klasea cerinthifolia tiriniin HPLC-DAD cihazi ile analizi sonucunda 5 madde
tanimland1 (Sekil 3.3). Bu maddelerden klorojenik asit (12,44 pg/g) ve rutin (3,52
pg/g) diger Klasea tiirlerinde de tanimlanirken pirokatekol (1636,93 pg/g) Klasea
kotschyi ile, katekin (29,70 ng/g) ise Klasea oligocephala ile ortak madde olarak
tanimlandi. Gallik asit (4,60 pg/g) analizi yapilan Klasea tiirleri igerisinde sadece

Klasea cerinthifolia tiriinde bulundu.
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mAU
200(}2541“:1,4:1111 (1.00)

15004

=
Lallic acid
Pyrocatecho
Catechin hydrate

1000)
=
b
2 2
= =

500 - |
2 =
5 2
rL)AM_JUW LR

o 1o 20 30 40 50 60 70 80 min

Sekil 3.3. Klasea cerinthifolia tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogranu

3.2.3. Klasea coriacea tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

HPLC-DAD analizi sonucunda. Klasea coriacea’ya ait kromatogramlar Sekil 3.4°te
verilmektedir. Analiz sonucuna gore klorojenik asit miktar1 26,76 pg/g olarak bulundu.
Diger Klasea tiirleri ile karsilastirildigi zaman, en yiiksek klorejenik asit miktarmni
Klasea coiaceae tirtinin icerdigi goriildii. Analiz sonucunda belirlenen diger iki
maddeden rutin miktart 7,32 pg/g olarak bulunurken, kumarin miktari ise 1,74 pg/g

olarak bulundu.

mALJ

275~’mm,4nnW T __._E_ T T T T o
2504 2
_U
=
2 g
[o] =3
2001 E 5
= e
O =
150] ::j
|
1004 1
5
g
504 | g |
@] JL\,
(JJJJ utAJ_wJMM\J \’A"// — ““J\m~-—ai-_~——~f“wj‘““\»\

o 10 20 30 40 50 60 70 i ="

Sekil 3.4. Klasea corigcen tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami
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3.2.4. Klasea erucifolia tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Sekil 3.5°te Klasea erucifolia’ya ait HPL.C-DAD kromatogrami yer almaktadir. Analiz

sonucunda Klasea erucifolia’da iz miktarda klojenik asit ve rutin belirlendi.

mAU
300{75dnm,4nm (1.00)

i o M A,JL\JMJ’{ULN e J\Nhﬂw

T e T

0 10 20 a0 40 50 60 70 80 min
Sekil 3.5. Klasea erucifolia tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogram

3.2.5. Klasea grandifolia tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Klasea grandifolia’ya ait HPLC-DAD kromatogranmi $Sekil 3.6’da verildigi gibidir.
Klasea grandfolia’da klorojenik asit miktar: 2,86 pg/g olarak bulundu. Rutin ise iz

miktarda tespit edildi.

mALT — ) .

254nmy4nm (1.00)
7501
500/
=
2
=
2501 2
2
[=1
A
O,QA”J.,__‘___ ST . [ SO I e e e
0 10 20 30 4o 50 60 T o 80 ing

Sekil 3.6. Kilasea grandifolia tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatograni
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3.2.6. Klasea hakkarica tiiviiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Sekil 3.7°de Klasea hakkarica’ya ait HPLC-DAD kromatogrami verilmektedir.
Klorojenik asit (7,03 pg/g) ve rutin (4,61 pg/g) diger 14 tiir ile ortak olarak bu tiirde
de tespit edildi. 2-(4-Dihidroksifenil) etanol Klasea hakkarica’da (12,68 pg/g) Klasea
bornmuelleri’ye gore daha fazla miktarda bulundu. Ayrica Klasea hakkarica’nin 0,28

g/g miktarinda kafeik asit bulundurdugu da tespit edildi.

mALU

254nm 4nm (1.00)
1504
=
2 - (¥}
125 5 8 2
£ 5 E
100] 2 g =
z 2 g
ar =
75] & o &
e
£
. £ =
504 S 8
oy 2
— [
251 ' L=
»
G —
0 10 20 30 40 50 60 70 80 min

Sekil 3.7. Klasea hakkarica tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogram

3.2.7. Klasea haussknechti tiiriiniin HPLC-DATD analizi sonucu

HPLC-DAD cihazinda taranan 27 fenolik maddeden; Klorojenik asit miktar1 2,50
pg/g, rutin miktart ise 5,75 pg/g olarak Klasea haussknechti’de bulundu. Tiire ait

kromatogram Sekil 3.8°de yer almaktadir.
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Sekil 3.8. Klasea haussknech# tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami

3.2.8. Klasea kotschyi tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

HPLC-DAD cihazinda taranan 27 fenolik maddeden 3 tanesi Klasea kotschyi tiiriinde
bulundu. Bu maddelerden pirokatekol 2,94 pg/g, klorojenik asit 10,50 pg/g, rutin ise
7,15 pg/g olarak bulundu. Diger 24 fenolik madde tespit edilemedi. Ayrica 39,21.
dakikada yiiksek pik alanina sahip bir bilesik oldugu belirlendi (Sekil 3.9).

mAU
254nm 4nm (1.00) E ,“_.c;
1504 ‘; ';l_‘
8, =
=y =
1259 E é
&)
1004
751
°
501 E
[
gy ARy
ol L‘/L M " — L MWLWMMM%HJ}M\N\M
B g : ; P i
0 10 20 30 40 50 60 70 80 min

Sekil 3.9. Klasea kotschyi tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami
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3.2.9, Klasea kurdica tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Sekil 3.10°da Klasea kurdica tiiriine ait HPLC-DAD kromatogrami yer almaktadir.
Kromatogramda yer alan maddelerden klorojenik asit miktar1 4,37 pg/g, rutin miktari
ise 3,31 pg/g olarak bulundu. Iz miktarda belirlenen trans akonitik asit ise Klasea

raidata ile ortak madde olarak belirlendi.

mAlT
30042540m dnm (1.00) =
250]
200]
2
=] [l
1504 - g %
e 2 o
& '5 g
100] 2 5 &
= £
s s |
s0- < I
o] _J k«_fm/v\::ﬁ,ﬂm MM*L
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Sekil 3.10. Klasea kurdica tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogram

3.2.10. Kiasea lasiocephala tiiriiniin HPILC-DAD analizi sonucu

Klasea lasiocephala’da HPLC-DAD analizi sonucu diger Klasea tiirleri ile ortak
olarak 2 madde bulundu. Klorojenik asidin miktar1 4,99 pg/g olarak bulundu. Rutin
(14,96 pg/e) diger Klasea tiirleri icerisinde en ¢ok Klasea lasiocephala’da bulundu

(Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Klasea lasiocephala tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami

3.2.11. Klasea nova tiiriiniin HPLC-DAI analizi sonucu

Klasea nova’ya ait HPLC-DAD kromatogranmi Sekil 3.12°de verilmektedir. HPLC-
DAD cihazinda taramasi yapilan 27 fenolik maddeden 6 madde tanimlandi. 15 Klasea
tiirii igerisinde en ¢ok madde bu tlirde tanimlandi. Tanimlanan 6 maddeden klorojenik
asit (0,78 pg/g) ve rutin (2,94 pg/g) diger tiirlerle ortak madde olarak bulunurken
vanilik asit (0,59 pg/g) ve 3.4 dihidroksi benzoik asit (0,35 pg/g) sadece bu tiirde
bulundu. Kafeik asit miktar1 0,18 pg/g olarak bulundu. Taksifolin ise iz miktarda tespit
edildi.
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Sekil 3.12. Klasea nova tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami
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3.2.12. Klasea oligocephala tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Sekil 3.13’de Klasea oligocephala’ya ait HPLC-DAD sonucu verilmektedir.
Klorojenik asit miktari 1,32 pg/g, rutin miktar 1,94 pg/g, katekin miktar: ise 0,39 pg/g
olarak bulundu. Klasea oligocephala’da diger Klasea tiirlerinden farkl olarak 4-

hidroksibenzoik asit (0,21 pg/g) saptand:.
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Sekil 3.13. Klasea oligocephala tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami

3.2.13. Klasea quinquefolia tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

HPLC-DAD cihazinda taramasi yapilan fenolik maddelerden klorojenik asit miktari
14,98 pg/g olarak rutin miktar ise 4,94 pg/g olarak Klasea quinquefolia’da bulundu.
Sekil 3.14°te Klasea quinguefolia’ya ait HPLC-DAD kromatogramu yer almaktadir.
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Sekil 3.14. Klasea quinquefolia tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogram
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3.2.14. Klasea radiata tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

HPLC-DAD analizi yapilan Klasea radiata’da bulunan trans akonitik asitin (0,77
pg/e) Klasea kurdica ile ortak fenolik bilesik olarak bulundugu goriildi. Ayni
zamanda iz miktarda taksifolin ve rutin belirlenen bu tiirde klorojenik asit miktari ise
2,70 _pg/g olarak bulundu. Sekil 3.15’te Klasea radiata’ya ait HPLC-DAD

kromatogrami yer almaktadir.
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Sekil 3.15. Klasea radiata tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami

3.2.15. Klasea serratuloides tiiriiniin HPLC-DAD analizi sonucu

Sekil 3.16°da Klasea serratuloides’e ait HPLC-DAD kromatogrami yer almaktadir.
Klasea serratuloides’de 0,53 pg/g kumarin ve 4,25 pg/g klorojenik asit bulundu. Rutin

ise iz miktarda tespit edildi.
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Sekil 3.16. Klasea serratuloides tiiriiniin metanol ekstresinin HPLC-DAD kromatogrami

3.3. Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuclar

3.3.1. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi yéntemi sonuclar

Klasea Cass. cinsine ait 15 tiiriin metanol ekstrelerinin serbest radikal temizleme

aktivitesi DPPH yontemi ile belirlendi. Sonuglar Cizelge 3.3 te verilmektedir.

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonug¢larina gire en yiiksek aktiviteyi en diigiik
ICso degeri (16,12 £ 1,27 pg/mL) ile Klasea kurdica (KkuM) gosterdi. Klasea
kurdica’dan sonra en yiiksek aktiviteye (ICso: 35,69 = 1,88 pg/ml.) sahip tiiriin Klasea
cerinthifolia (KCM) oldugu belirlendi. Klasea cerinthifolia’nin aktivitesinin yiiksek
olma nedeninin icerisinde cok yiiksek miktarda pirokatekol bulundurdugundan

kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Cizelge 3.3’e bakildig1 zaman Klasea grandifolia (KGM)'nin en diisiik aktiviteyi
(ICs0: 179,8 & 6,91 pg/mL) gosterdigi goriildi.

3.3.2. ABTS katyonu radikal giderim aktivitesi sonug¢lar

Klasea Cass. cinsine ait 15 tiirlin metanol ekstrelerinin katyon radikal giderim

aktivitesi ABTS™ ydntemi ile belirlendi. Sonuglara Cizelge 3.4°de yer verilmektedir.
ABTS katyonu radikal giderim aktivitesi sonuglarina gére en yiiksek aktiviteye 1Cso
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degeri 5,840 = 0,94 pg/mL olan Klasea kotschyi (KIKXM)’nin sahip oldugu goriildii.
Klasea kotschyi’den sonra sirasiyla yiiksek aktiviteye sahip iki tiriin ise; Klasea
kurdica (KkuM, 1Cse: 8,210 + 0,85 pg/mL) ve Klasea bornmuelleri (KBM, 1Cso: 10,11
+ 0,50 pg/mL) oldugu belirlendi.

Cizelge 3.4°¢ bakildig1 zaman Klasea hakkiarica (SHM) nin en diisiik aktiviteyi (ICso:
81,72 + 4,47 pg/mL) gosterdigi goriildii.

Cizelge 3.3 Klasea tiirlerinin metanol ckstrelerinin DPPH serbest radikal giderim

aktivitesi

Klasea Turi Ekstrelerin Kodlari ICso pg/mL
Klasea bornmuelleri KBM 118,1 £1,03
Klasea cerinthifolia KCM 35,69 + 1,88
Klasea coriaceae KcoM 56,02 £ 1,69
Klasea erucifolia KEM 1442 +£ 1,45
Klasea grandifolia KGM 179,8 6,91
Klasea hakkiarica SHM 115,5+ 6,05
Klasea haussknechtii KHM 109,9 £ 243
Klasea kotschyi KKM 126,7 + 1,40
Klasea kurdica KkuM 16,12 £1.27
Klasea lasiocephala KLM 42,49+ 2 08
Klasea nova KNM 53,46+ 1,76
Klasea oligocephala KOM 54,70 £ 1,58
Klasea quinquefolia KQM 54,40 £ 2,08
Klasea radiata KRM 119.8+ 5,10
Klasea serratuloides KSM 64,96 + 2,32
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Cizelge 3.4. Klasea tiirlerinin metanol ekstrelerinin ABTS katyonu radikal giderim aktivitesi

Klasea Tiirii Ekstrelerin Kodlari 1Cso pg/mL
Klasea bornmuelleri KBM 10,11 +0,50
Klasea cerinthifolia KCM 49,50 = 1,31
Klasea coriaceae KcoM 24,15+ 1,84
Klasea erucifolia KEM 62,20+ 1,91
Klasea grandifolia KGM 36,63 + 9,69
Klasea hakkiarica SHM 81,72+ 4,47
Klasea haussknechlii KHM 33,72+ 5,02
Klasea kotschyi KKM 5,840 4+ 0,94
Klasea kurdica KkuM 8,210+ 0,85
Klasea lasiocephala KLM 27,87+ 2,00
Klasea nova KNM 39,55+ 3,04
Klasea oligocephala KOM 43,04 + 6,12
Klasea quinguefolia KQM 22,07 £ 6,67
Klasea radiata KRM 51,03 + 6,00
Klasea serratuloides KSM 14,53 + 4,62

3.3.3. CUPRAC (Bakir (II) indirgeme antioksidan kapasitesi yontemi)

sonuclari

kapasitesi CUPRAC yontemi ile belirlendi. Sonuclar Cizelge 3.5°te verilmektedir.

CUPRAC indirgeme giicii antioksidan aktivitesi sonuglarina gore en yiiksek aktiviteye
Aos degeri 22,71 + 0,33 pg/mL olan Klasea kotschyi (KKM)’nin sahip oldugu
belirlendi. Klasea kotschyi’den sonra yiiksek aktiviteye sahip tiirlin ise Klasea

bornmuelleri (KBM, Ags: 26,40+0,57) oldugu tespit edildi.

Cizelge 3.5%e bakildigi zaman en diigiik aktiviteyi swrasiyla Klasea erucifolia (Aos:
125.2 + 1,57 pg/mL) ve Klasea haussknechtii (KHM) nin (Aos: 106,1 + 4,47 pg/mL)

gdsterdigi gorildil.
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Cizelge 3.5. Klasea tiirlerinin metanol ekstrelerinin balar (I1) indirgeme antioksidan kapasitesi

Klasea Tiirii Ekstrelerin Kodlari Aos pg/mL
Klasea bornmuelleri KBM 26,40 £ 0,57
Klasea cerinthifolia KCM 78,16 + 1,07
Klasea coriaceae KcoM 47,97 + 3,81
Klasea erucifolia KEM 1252+ 1.57
Klasea grandifolia KGM 81,39+ 3,90
Klasea hakkiarica SHM 63,54+ 1,33
Klasea haussknechtii KHM 106,1 = 4,47
Klasea kotschyi KKM 22,71 £0,33
Klasea kurdica KkuM 43,25+ 1,70
Klasea lasiocephala KLM 35,03+ 2,71
Klasea nova KNM 67,47 £ 2,37
Klasea oligocephala KOM 63,93 +£ 2,45
Klasea quinquefolia KQM 35,73+ 1,07
Klasea radiata KRM 84,50 & 3,85
Klasea serratuloides KSM 31,32+ 3,22

3.4, Kemometrik Analiz Sonuclar

3.4.1. Metanol ekstrelerinin temel bilesen analizi (PCA)

Klasea Orneklerine ait 15 metanol ektresinin 5 degisken ile yapilan kemometrik

analizleri Cizelge 3.6°da yer alan veriler kullanilarak yapild1.

Cizelge 3.6. Klasea Cass. cinsine ait 15 tiiriin metanol ekstrelerinin kemometrik analiz verileri

Rutin
% DPPH ABTS CUPRAC Klorojenik )
Ornek Adi Kodu ) hidrat
(ueml) | (ugml) | (ugml) | asit (ngfe)
(ug/e)
K. kurdica KkuM 16,12 8,21 43,25 34,94 26,45
K. bornmuelleri KBM 118,10 10,11 26,40 147,47 7,66
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Cizelge 3.6. Pevam

K. raidata KRM 119,80 51,03 84,50 21,63 72,09
K. erucifolia KEM 144.20 62,20 125,20 0,01 0,01

K. grandfolia KGM 179,80 36,63 81,39 22,87 2,43

K. laciocephala KLM 42.49 27,87 35,03 39,90 119,70
K. coriceal KeoM 56,02 24,15 47,97 214,11 58,59
K. haussknechti KHM 109,90 3372 106,10 19,98 46,01
K. kotschyi KKM 126,70 5,84 22,71 84,02 57,20
K. cerinthifolia KCM 35,69 49,50 78,16 99,54 28,14
K. quinquefolia KOM 54,40 22,07 35,73 119,86 39,54
K. hakkarica SHM 115,50 81,72 63,54 56,23 36,89
K. nova KNM 53,46 39,55 67,47 6,24 23,52
K. oligocephala KOM 54,70 43,04 63,93 10,59 15,54
K. serratuliudies KSM 64,96 14,53 31,32 33,99 36,04

Cizelge 3.7. Klasea Cass. cinsine ait 15 tiiriin metanol ekstrelerinin temel bilesen loading,

eigenvalue, varyans ve kiimillatif varyans degerleri

Degiskenler PC1 EG2 PC3 PC4 PCS5
DPPH 0,39 0,46 -0,59 0,53 -0,09
ABTS' 0,50 -0,32 -0,28 -0,50 -0,56
CUPRAC 0,58 -0,13 -0,03 -0,20 0,78
Klorojenik asit -0,41 0,39 -0,53 -0,59 0,20
Rutin -0,31 -0,72 -0,54 0,28 0,16
Eigenvalue 2,3858 1,0070 0,7036 0,6437 0,2599
Varyans 47,7 20,1 14,1 12,9 5,2
Kimalatif Varyans 47,7 67,9 87,9 94,8 100

Cizelge 3.7°de 15 farkli Klasea tiirline ait orneklerin klorojenik asit, rutin, DPPH,

ABTS™ ve CUPRAC ile yapilan temel bilesen analizi (PCA) sonuglar1 gériilmektedir.
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5 degiskenin temel bilesen analiz sonucunda, bu veri setinde eigenvalue degeri 1°den
biiyiik olan 2 temel bilesen belirlenmistir. Klasea 6rneklerinin PCA sonucuna gore ilk
2 temel bilesen toplam varyansin %67,9’unu agiklamaktadwr. 1. Temel bilesen (PC1)
varyansin %47,7’sini, 2. Temel bilesen (PC2) %20,1’ini agiklamaktadw. Cizelge
3.7°de koyu renkle gdsterilen degerler temel bilesenleri agiklamada digerlerinden daha
etkindir. 1. Temel bilesen data setinde en yiiksek varyans: gistermektedir. 1. Temel
bilesen i¢in ABTS*" ve CUPRAC baskin degiskenler gibi goriinse de bu bilesenlerin
ICso degerleri ile analiz gergeklestirildigi icin negatif agidan baskin degikenlerdir. 2.
Temel bilesen de ayni durum s6z konusudur. Burada DPPH negatif yénde baskin

degiskendir.

Cizelge 3.8. Klasea Cass. cinsine ait 15 tiiriin metanol ekstrelerinin temel bilesen skor degerleri

ORNEKLER PC1 PC2

KkuM -1,22459 -0,12066
KBM -1,24319 2,08086
KRM 1,05456 -1,07100
KEM 3,15541 0,36502
KGM 1,83317 1,37561
KLM -1,66360 -2,26017
KcoM -1,96981 0,41034
KHM 1,25147 -0,40542
KKM -1,40272 0,68550
KCM 0,11297 -0,32328
KQM -1,43684 0,31823
SHM 1,44913 -0,44144
KNM 0,50155 -0,44388
KOM 0,57504 -0,25520
KSM -0,99257 0.08548

Cizelge 3.7°de ilk iki temel bilesen i¢in Klasea cinsine ait drneklerin skor degerleri

verilmektedir. 1. Temel bilesenin loading degerlerinden ABTS" ve CUPRAC gibi
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antioksidan aktivite sonuglarimin negatif yonden baskmn degiskenler oldugu ve skor
degerlerinden de KGM, KEM ve SHM &rneklerinin en diigiik aktiviteye sahip drnekler
oldugu belirlendi. 2. Temel bilesenin loading degerlerinden DPPH aktivitesinin negatif
yonden baskin degisken oldugu ve Cizelge 3.7°de verilen skor degerlerden ise KBM

ve KGM 6&rneklerinin en diisiitk DPPH aktivitesi gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 3.17. Klasea tiirlerinin PCA biplot grafigi

15 Farkli Klasea tiirii i¢in yapilan PCA analizi sonucu elde edilen biplot grafigi Sekil
3.17°de goriilmektedir. Klasea cinsine ait dreklerin metanol ekstrelerinde DPPH,
ABTS*" ve CUPRAC aktiviteleri (ICso) ve HPLC analizleri sonucunda tespit edilen
klorojenik asit ve rutin bilesikleri (pLg/g) ile temel bilesen analizi yapilds. Sekil 3.17°de
goriildiigii gibi klorojenik asit’in KKM, KQM, KCoM, KBM, KSM ve KkuM
drneklerinde diger drneklerden daha yiiksek miktarlarda oldugu ve ayni zamanda bu
orneklerin CUPRAC ve ABTS™ antioksidan aktivitelerinin de yiiksek oldugu
belirlendi. Diger yonden DPPH aktivitesinin KLM ve KkuM &rneklerinden en yiiksek
oldugu gériildii. KLM &rnegi icinde rutin bilesiginin miktarmm da diger 6rneklerden
daha yiiksek oldugu tespit edildi. Sekil 3.17°deki skor grafiginin sag kisminda yer alan
KGM ve KEM &rneklerinin DPPH, ABTS*" ve CUPRAC degerlerinin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ancak aktivite sonuglarmin [Cso degeri olarak hesaplanmasindan

dolayi bu 6rneklerin antioksidan aktivitesi en diisiik 6rnekler oldugu belirlendi.
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3.4.2. Metanol ekstrelerinin hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)

Sekil 3.18’de 15 farklh Klasea tiiriine ait 6rneklerin benzerliklerini belirlemek
amacryla yapilan kiimeleme analizi (HCA) sonuglari goriilmektedir. Klasea tiirlerinin
klorojenik asit, rutin, ABTS", DPPH ve CUPRAC aktiviteleri ydniinden dagilimini
karsilastirmak ve PCA sonuglari ile kiyaslayabilmek icin hiyerarsik kiimeleme analizi
yapildi. Kiimeleme analizi (HCA), Cizelge 3.6’da verilen analiz veri setindeki
degerlere uygulandi. Olgtimler squared FEuclidean distance’a dayanmaktadir.
Smiflandirma metodu olarak ise Ward metodu kullanilmistir. HCA analizi sonucunda

ti¢ kiime olusmustur.
Kiime 1: KkuM, KSM, KCM, KNM, KOM
Kiime 2: KBM, KKM, KcoM, KQM, KLM

Kiime 3: KRM, KHM, SHM, KEM, KGM

65,18
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Sekil 3.18. Klasea tiirlerine ait 6rneklerin hiyerasik kiimeleme analizi (HCA)

Kiime 3’te yer alan 6rneklerden KGM ve KEM &rneklerinin PCA analizi sonucunda
da gruplandigi ve diger Orneklerden ayrildigi goriildii. Kiime 3’te yer alan tiim
Orneklerin antioksidan aktivitesi yoniinden zayif &rnekler oldugu tespit edildi. HCA

analizi sonuglar1 bu agidan PCA sonuclarini destekledi. Benzer sekilde kiime 2°de yer
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alan drneklerin ise antioksidan aktivite, klorojenik asit ve rutin miktarlar: agisindan
diger 6rneklerden ayrilarak gruplandigi PCA analizi ile de tespit edildi. Bu veriler her

iki analiz sonucunun birbirlerini destekler nitelikte oldugunu gosterdi.
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4, SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’nin farkli bélgelerinden toplanan 15 farklh Klasea tiirii ile
cahigildi. Her bir Klasea tiirii énce hekzanla daha sonra metanolle ekstre edildi. Her bir
metanol ektresi HPLC-DAD ile 27 adet standart fenolik maddeye karsi ilk defa analiz
edildi. Metanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPH serbest radikal giderimi,
ABTS katyon radikali giderimi ve CUPRAC (bakir (II) indirgeme antioksidan
kapasitesi) yontemleri kullanilarak belirlendi. Elde edilen fenolik madde bilesenleri ve

antioksidan aktivite sonu¢lari kullanilarak kemometrik olarak degerlendirildi.

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi deneyinde 15 Klasea tiirii igerisinde en yiiksek
aktiviteyi Klasea kurdica (KkuM; ICso: 16,12 £ 1,27 pg/ml) gosterirdi. Bununla
birlikte, ABTS katyonu radikal giderim aktivitesi ve CUPRAC deneylerinde Klasea
kotschyi (KKM; ICso: 5,84 &+ 0,94, Aos: 22,71 + 0,33 pg/mL) en iyi antioksidan

aktiviteyi gdsterdi.

HPLC-DAD cihazinda taramasi yapilan 27 fenolik maddeden; klorojenik asit ve rutin
tiim Klasea tiirlerinde ortak fenolik bilesik olarak bulundu. Klasea tiirleri igerisinde
ferrulik asit sadece K. bornmuelleri tiiriinde (1,43 pg/g), gallik asit K. cerinthifolia
tiirtinde (4,60 pg/g), frans-akonitik asit K raidata tiirinde (0,8 pg/g), 4-
hidroksibenzoik asit K. oligocephala tiiriinde (0,2 pg/g) ve protokatesik asit ile vanilik
asit K. mova tiiriinde (0,35 ile 0,59 pg/g) tespit edildi. K. cerinthifolia tiiriinde
pirokatekol (1636,93 pg/g) ve katekin (29,70 pg/g) tespit edilirken, K. kotschyi (2,94
pg/g ) tiiriinde pirokatekol ve K. oligocephala tiiriinde katekin (0,39 pg/g) ortak madde
olarak izlendi. 2-(4-dihidroksifenil)etanol maddesi sadece K. bornmuelleri tiiriinde
(7,69 pg/g) ve K. hakkarica tiriinde (12,68 pg/g) bulunmaktadir. Buna ilaveten,
taksifolin K. nova ve K. raidata tiirlerinde izlenirken, kafeik asitin 1se K. nova ve K.
hakkarica tiirlerinde tespit edildi. Kumarin ise K. serratuloides (0,53 pg/g) ve Klasea

coriacea (1,74 pg/g) tiriinde ortak madde olarak bulundu.

Tiim Klasea tiirlerinde ortak bilesen olarak bulunan klorojenik asit en yiiksek Klasea
coriacea (26,76 pg/g) tiiriinde belirlendi. Yine tiim Klasea tiirlerinde bulunan rutin en

yiiksek Klasea lasiocephala tiiriinde (14,96 pg/g) tespit edildi.
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Klasea cinsine ait drneklerin metanol ekstrelerinde DPPH (ICs0), ABTS™ (ICsq) ve
CUPRAC aktiviteleri (Aos0) ve HPLC analizleri sonucunda tespit edilen klorojenik
asit ve rutin bilegikleri (ng/g) ile temel bilesen analizi yapildi. Klorojenik asit’in K.
kotschyi, K. quinquefolia, K. coriacea, K. bornmuelleri, K. serratuloides ve K. kurdica
drneklerinde diger drneklerden daha yiiksek miktarlarda oldugu ve ayni zamanda bu
drneklerin CUPRAC ve ABTSe+ antioksidan aktivitelerinin de yiiksek oldugu
belirlendi. Diger yonden DPPH aktivitesinin K. lasiocephala ve K. kurdica
drneklerinde en yiiksek oldugu goriildii. K. laciocephala 6rnegi i¢inde rutin bilesiginin
miktarinin diger Srneklerden daha yiksek oldugu, K. grandifolia ve K. erucifolia
drneklerinin DPPH, ABTSe+ ve CUPRAC degerlerinin daha yiiksek oldugu goriildii.
Hiyerarsik Kiimeleme Analizi sonucunda ti¢ kiime olustu. Kiime 3’te yer alan
Orneklerden K. grandifolia ve K. erucifolia érneklerinin PCA analizi sonucunda da

gruplandigi ve diger drneklerden ayrildig goriildii.

Calisilan tiirlerinin HPLC-DAD kullanilarak standart varlifinda icerdikleri bilesenler
ilk kez bu tez calismasmda tespit edildi. Rutin ve klorojenik asit agisindan zengin olan
Klasea tiirlerinin antioksidan aktivitesinin bu maddelerden kaynaklandigni
sdyleyebilmek i¢in antioksidan aktiviteden sorumlu bilesenlerinin belirlenebilmesi
amaciyla aktivite kontrollii bir izolasyon galismasmin yapilmasi gerekmektedir.
Ulkemizde dogal olarak yetisen bu tiirlerin difer biyoaktivitelerininde ¢aligilmasi

onerilmektedir.
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Ek B. Kiasea tiirlerinin PCA loading grafigi
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