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Bu doktora tez ¢alismasinda Kuzey Anadolu kokenli yenilebilir bitkilerden Amaranthus
retroflexus L. (AR), Echinops viscosus DC. subsp. bithynicus (Boiss.) Rech f.(EV),
Lathyrus tuberosus L. (LT), Chenopodium foliosum Asch. (CF), Caltha polypetala
Hochst. Ex Lorent (CP)’nin toprak fistii kisimlarmmin havada ve liyofilizatorde
kurutulmus numunelerinin  (pargacik boyutu 125 pm’den kiigiik kisimlari)
ekstraksiyonlar1 gergeklestirildi. Soxhlet ekstraksiyonu (SE) tekniginde etanol:su (E:S)
(1:1, v/v) ve etanol ¢oziiciileri, ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) ve hizlandirilmis
¢oziici ekstraksiyonu (Accelerated Solvent Extraction, ASE) tekniklerinde E:S (1:1,
v/v) ¢oziciisii kullanilarak elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimleri, toplam
fenolik madde icerikleri, CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP yontemleriyle toplam



antioksidan ozellikleri incelendi. Bitki ekstraktlarina uygulanabilen bu yontemlere ek
olarak, bagli olarak numune yapisinda bulunan ve klasik yontemlerle tayinleri zor olan
(ya da miimkiin olmayan) antioksidanlar i¢in gelistirilen ve dogrudan kat1 numuneye
uygulanabilen yeni bir yontemolan “QUENCHER”prosediirii de (QUick-Hizli, Easy-
Kolay, New-Yeni, CHEap-Ucuz ve Reproducible-Tekrarlanabilir) E:S ( 1:1, v/v)
¢oziicii ortaminda reaksiyon siiresi optimizasyonlar1 yapilarak ¢alisma materyallerine
uygulandi. Hazirlanan ekstraktlarin LC-MS/MS analiziyle fenolik bilesik profilleri
metot validasyonu yapilarak Kkalitatif ve kantitatif olarak ortaya konuldu. Bitki
numunelerinin GC-MS ile yag asidi igerigi ve ICP-MS ile metal icerik analizleri

gerceklestirildi.

En yiksek ekstraksiyon verimi CF bitkisi (havada kuru) SE E:S (1:1, v/v)
ekstraksiyonunda % 42,03+0,25 ile tespit edildi. Genel olarak E:S (1:1, v/v)
c¢oziiciisiinde SE ve UDE tekniklerinde ekstraksiyon verimleri birbirine yakin iken ASE
verimlerinin tiim bitki numunelerinde diisiikk oldugu belirlenmistir. Fenolik madde
icerigi en yiiksek olan ekstraktin CP bitkisinin (havada kuru) UDE teknigi ile E:S (1:1,
vIv) ¢oziiciistinde elde edilen ekstrakt oldugutespit edildi (2939,25+37,18 mg gallik asit
esdegeri (GAE)/100 g kuru bitki). Numunelerintoplam antioksidan kapasite(mmol
troloks esdegeri (TE)/kg kuru bitki) degerleri siralamalarinin genel olarak ekstraktlara
ve dogrudan kati numunelere uygulanan yontemler baz alinarak karsilastirildiginda
QUENCHER-CUPRAC>CUPRAC, QUENCHER-ABTS>ABTS, QUENCHER-
DPPH>DPPH ve QUENCHER-FRAP>FRAP seklinde oldugu bulundu. Bu durum,
QUENCHER prosediiriiniin geleneksel antioksidan kapasite belirleme yontemlerine

uygulandiginda 6nemli bir avantaj getirdigini gostermektedir.

Ekstraktlarin LC-MS/MS teknigi ile 19 adet fitokimyasal bilesik acisindan kalitatif ve
kantitatif analizleri gerceklestirildi. Elde edilen sonuglara gore, AR bitkisinin (hava
kurusu) SE teknigi ve E:S (1:1, v/v) c¢oziciisiiyle elde edilen ekstraktinda
2847,32+39,21 pg/100g ile benzoik asidin; EV bitkisinin (hava kurusu) SE teknigi ile
etanol ¢oziiclisiinde elde edilen ekstraktinda 9911,83+60,65 pg/100g ile klorojenik

\



asidin; LT bitkisinin (liyofilizerde kuru) ASE teknigi ile E:S (1:1, v/v) ¢oziiciisiiyle elde
edilen ekstraktinda 713,70+18,75ug/100g ile benzoik asidin; CF bitkisinin (hava
kurusu) UDE teknigi ve E:S (1:1, v/v) c¢oziciisiiyle elde edilen ekstraktinda
6221,44+88,63 ng/100g ile ferulik asidin, CP bitkisinin (hava kurusu) SE teknigi ve E:S
(1:1, v/v) ¢oziiciisiiyle elde edilen ekstraktinda 3956,50+51,44 nug/100g ile kafeik asidin
dominant fenolik bilesikleroldugu belirlendi. Gallik asit ve epigallokatesin gallat

bilesikleri hi¢ birnumunede tespit edilemedi.

GC-MS ile yag asidi icerigi analizinde laurik asit, miristik asit, pentadekanoik asit,
palmitik asit, palmitoleik asit, margarik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit,
linolenik asit, behenik asit ve lignoserik asitbaslica yag asitleri olarak tespit edildi.
Ayrica, ICP-MS teknigi ile de V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Hg ve Pb

metallerinin kalitatif ve kantitatif analizleri ger¢eklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Amaranthus retroflexus L., Echinops viscosus DC. subsp.
bithynicus (Boiss.) Rech f., Lathyrus tuberosus L., Chenopodium foliosum Asch.,
Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent, Soxhlet ekstraksiyonu, ultrasonik destekli
ekstraksiyon, hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu, toplam fenolik madde ve fenolik asit
profili, antioksidan aktivite, LC-MS/MS, GC-MS, ICP-MS
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ABSTRACT
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EXTRACTION TECHNIQUE BASED INVESTIGATION OF CHANGINGS IN
BIOLOGICAL ACTIVITY AND PHENOLIC ACID PROFILE OF THE EXTRACTS
FROM SOME EDIBLE NORTH EASTERN ANATOLIA ORIGINPLANTS

Inan DURSUN

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Fikret AKDENIZ

Amaranthus retroflexus L. (AR), Echinops viscosus DC. subsp. bithynicus (Boiss.) Rech
f. (EV), Lathyrus tuberosus L. (LT), Chenopodium foliosum Asch. (CF), Caltha
polypetala Hochst. Ex Lorent (CP) edble plants from North-Eastern Anatolia origin
(particle size < 125 um) have been used in this doctoral thesis. Collected aerial parts of
plants were dried in a dark room condition and lyophilizer. Dried plant samples were
performed using various extraction techniques such as Soxhlet extraction (SE),
ultrasound assisted extraction (UAE) and accelerated solvent extraction (ASE).
Ethanol:water (1:1, v/v) and ethanol (only in Soxhlet technique) have been used as
extraction solvents. Extraction yield, total phenolic content and total antioxidant
properties were determined using CUPRAC, ABTS, DPPH and FRAP assays.
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In addition to these common methods, which can be applied to plant extracts, the
"QUENCHER" method (QUick, Easy, New, CHEap and Reproducible) was also used,
which can be applied directly to the solid sample. QUENCHER procedure, which is a
new method developed for antioxidants that are bound in sample matrix and which are
difficult (or not possible) to be determined by conventional methods, was applied to the
solid samples by optimizing reaction time intervals in E:S (1:1, v / v) solvent medium.
Qualitative and quantitative phenolic profile of extracted samples were determined
using validated methods in LC-MS/MS. Fatty acid and metal contents of samples were

analyzed using GC-MS and ICP-MS techniques, respectively.

The highest extraction yield was determined in the SE E: S (1: 1, v/v) extraction of CF
plant (air dried) with the value of 42.03+0.25%. In general, it was determined that while
extraction yields were close to each other in SE and UDE techniques in E:S (1:1, v/v)
solvent medium, ASE vyields were low in all plant samples. The highest phenolic
content was obtained from the extract of CP plant (air dried) using the UDE technique
and E:S (1: 1, v/v) as the solvent (2939.25 + 37.18 mg gallic acid equivalent
(GAE))/100 g). When the total antioxidant capacities of the samples (mmol trolox
equivalent (TE)/kg dry plant) are evaluated between methods applied to extracts and
directly to solid samples, the rankings are found to be as QUENCHER-
CUPRAC>CUPRAC, QUENCHER-ABTS>ABTS, QUENCHER-DPPH>DPPH and
QUENCHER-FRAP>FRAP. This situation revealed that the QUENCHER procedure
brings a significant advantage when applied to traditional antioxidant capacity

determination methods.

Qualitative and quantitative analyzes of the extracts were performed for 19
phytochemical compounds using LC-MS/MS technique. According to the results, the
value of 2847.32 + 39.21 ug/100 g benzoic acid is the dominant phenolic compund in
air dried AR extract using of SE technique in E:S (1: 1, v/v) solvent medium; the value
of 9911.83 £ 60.65 pg/100 g chlorogenic acid is the dominant phenolic compund in air

dried EV extract of SE technique in ethanol solvent medium; the value of 713.70 +



18.75 ng/100 g benzoic acid is the dominant phenolic compund in lyophilizer dried LT
extract using of ASE technique in E:S (1:1, v/v) solvent medium; the value of
6221,44+88,63 ferulic acid is the dominant phenolic compund in air dried CF extract
using of UAE technique in E:S (1:1, v/v) solvent medium; the value of 3956,50+51,44
ug/100g cafeic acid is the dominant phenolic compund in air dried CP extract using of
SE technique in E:S (1:1, v/v) solvent medium. Gallic acid and epigallocatechin gallate

was not determined in any of the sample.

Lauric acid, myristic acid, pentadecanoic acid, palmitic acid, palmitoleic acid, margaric
acid, stearic acid, oleic acid, linoleic acid, linolenic acid, behenic acid and lignoceric
acid were determined as the major fatty acids using of GC-MS. In addition, qualitative
and quantitative analyzes of V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Hg and Pb
elements were performed with ICP-MS technique.

Keywords: Amaranthus retroflexus L., Echinops viscosus DC. subsp. bithynicus
(Boiss.) Rech f., Lathyrus tuberosus L., Chenopodium foliosum Asch., Caltha
polypetala Hochst. Ex Lorent, Soxhlet extraction, ultrasonic assisted extraction,
accelerated solvent extraction, total phenolic substance and phenolic acids profile,
antioxidant activity, fatty acid profile, heavy metal, LC-MS/MS, GC-MS, ICP-MS
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ONSOZ

Calismada, Kuzeydogu anadolu kokenli bazi yenilebilir bitkilerinin ekstraktlarinin
toplam fenolik igerikleri, antioksidan kapasiteleri ve LC-MS/MS ile kapsamli metot
validasyonu yapilarak fenolik asit profil degisiminin ekstraksiyon teknigi tabanli
incelemistir. Bununla birlikte yeni bir yaklasim olan QUENCHER prosediirii ile
antioksidan kapasiteleri belirlenerek ekstraksiyon yontemleri ile karsilastirilmistir.
Ayrica c¢aligilan bitkilerin GC-MS ile yag asidi profili ve ICP-MS ile metal igerik

analizinin gerceklestirilmistir.

Calismamin baslangicindan bitimine kadar, her konuda biiylik yardimlarini, bilgisini,
destegini ve hosgoriisiinii esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr. Fikret AKDENiZ’e
enderin minnet ve siikranlarimi sunarim. Yine bu ¢alismada emegi gecen ve Ultrasonik
Banyo sistemini bizden esirgemeyen Prof.Dr. Hacali Necefoglu’na, bitkilerin tan1 ve
teshisinde Prof.Dr. Liitfi BEHCET’e, QUENCHER analizlerinde yardimlarinm
esirgemeyen Prof.Dr. Vural GOKMENE’e ve Ogrencisi Ars.Gor.Dr. Ecem Evrim
CELIK e, bitkilerin liyofilizatdrde kurutma islemleri icin yardime1 olan Dog. Dr. Nuran
KAHRIMAN’a ve vyiiksek lisans 6grencisi Kivang PEKER e, istastistik analizlerinde
yardimlarindan dolayr Doktor Ogretim Uyesi Veysel SUZERER’e, LC-MS/MS
analizleri i¢in SEM firmas: Istanbul Ar-Ge laboratuvarina ve burada calisan yardimci
olan Gokan GUNAY’a, bitkilerin herbaryum icin hazirlanmasinda ve resimlerinin
¢ekilmesinde yardimer olan Ogr. Gor. Ali SINAN’a, GC-MS, ICP-MS ve
Spektrofotometrik analizler i¢in imkanlarini kullandigim Bingol Universitesi Merkezi
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne en
icten tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica bu c¢alismada benim i¢in maddi ve manevi
desteklerini esirgemeyen ve zaman ayiran degerli esim Yesim AYDIN DURSUN’a ve
oglum Yusuf Kagan DURSUN’a icten tesekkiirlerimi sunarim.

iMZA

inan DURSUN
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1. GIRIS

Canlilar ve insanlar i¢in zararl olan serbest radikaller radyoaktif 1sinlar, sigara dumani,
cevre kirliligi, pestisitler, bozuk besinler, fabrikalardan ¢ikan kirli duman ve atik
kimyasallardan ve canlilarin viicudunda meydana gelen yasamsal faaliyetler sonucu
olusmaktadir. Canl1 organizmasinda serbest radikallerin sayisinin artmasiyla var olan
dengenin bozunmasi sonucu oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidatif stresin
olugmasiyla serbest radikallerin artig1 doku hasarina, hiicre bagkalagimina ve 6liimiine,
proteinlerin yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Canli organizmada serbest
radikallerin sayisinin artmasiyla var olan veya disaridan alinan antioksidanlar ile denge
olusmadigi durumda; meydana gelen oksidatif stres meydana gelir. Bu durumun
olugmasi hiicre hasar1 ve yaslanmasi, kalp ve damar rahatsizliklari, seker hastaligi, sinir
sistemi bozukluklari, bagisiklik sisteminin zayiflamasi, lipoprotein (LDL) oksidasyonu,
solunum yolu hastaliklari, DNA ve hiicre zarlarinin tahribata ugramasi ve birgok kanser
tiriinlin olusumunda 6nemli rol oynar. Antioksidanlar, ortamda var olan serbest
radikalleri gidererek etkilerini 6nemli diizeyde azaltabilen molekiillerdir (Halliwell and

Aruoma, 1991).

Canli organizmalarda serbest radikallerin verdigi hasarlardan korunmak i¢in antioksidan
savunma sistemleri bulunmaktadir. Bu savunma sisteminin o andaki kapasitesini asar
ise serbest radikallerin sayisinda artis goriiliir. Antioksidanlar, serbest radikallerin
canlilara verdigi hasar1 Onleyen veya yavaslatan maddelerdir. Son zamanlarda yapay
antioksidanlarin sagliga olan zararlarinin tespit edilmesiyle gida kimyasi, farmakoloji,
tip ve bir¢ok ilgili alanda bitkilerden elde edilen dogal antioksidan 6zellik gosteren
bilesenlere olan ilgi giderek artmaktadir (Rice Evans ve ark., 1997). Antioksidanlar
organizmadaki radikallerin yapmis oldugu tahribatt engelleyen ve gidalarin
bozunmasini yavaslattigi icin birgok calisma yapilmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar bitkilerden elde edilen dogal antioksidan 6zellik gosteren bilesenlerin

Oonemi artmis durumdadir (Kulisic ve ark. 2004).



Bilim ve teknolojinin gelismesiyle bitkisel kaynakli kimyasallarin aktivitelerinin tespit
edilmesiyle ilgili caligmalara duyulan ilgi giderek artmaktadir. Bitkilerden izole edilen
bilesenler bir¢ok tibbi 6zellige sahip gruplar bulunmaktadir. Bitkilerden elde edilen
sekonder metabolitler onemli derecede biyolojik aktivite ve antioksidan &zellik
gostermektedir. Bitkilerden ¢esitli ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen sekonder
metabolitler fenolik asitler, fenolik glikozitler, flavonidler, antosiyaninler, taninler,
lignanlar, katesinler, fenil propanoidler doymus laktonlar gibi antioksidan Ozellik
gosteren bir¢ok grup igermektedir (Liyana Pathirana ve ark. 2006; Banerjee ve Bonde
2011).

Yapilan calismalarda fenolik bilesikler ¢ok sayida hastaligin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kullanildigi bildirilmistir. Fenolik bilesiklerin kan akigini diizenleyen nitrik
oksit olusumunu diizenlemede (Leikert ve ark, 2002), kanser hiicresi olusumunun
engellemesi (Rice-Evans ve ark., 1996), kalp ve damar hastaliklarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde (Hertog ve ark., 1993; Ness ve Powles, 1997) kullanildiklar1 bildirilmistir.
Insanlarin tiiketebildigi bircok gidalarda, biyolojik orneklerde ve saf halde bulunan
antioksidan bilesiklerin kapasitelerini belirleyebilmek icin bir¢ok yontem gelistirilmistir
(Apak ve ark., 2004, Benzie ve Strain, 1996; Benzie ve Strain, 1999; Brand-Williams,
1995; Re ve ark., 1999). Bu antioksidan aktivite belirleme yontemleri ile toplam
antioksidan kapasite Olciiliirken klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, Soxhlet ekstraksiyonu
(SE), ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) ve hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu
(Accelerated Solvent Extraction, ASE) gibi yaygin olarak kullanilan ekstrakyon
yontemleri kullanilarak su, organik ¢oziiciiler veya ikisinin ¢esitli oranlardaki
karigiminda elde edilen ekstralar1 kullanilir. Burada kullanilan ¢oziicliye gegebilen
antioksidan maddeler ile uygun ¢o6ziiciide bulunan radikallerin etkilesiminden

antioksidan kapasite belirlenmektedir.

Gidalarda bulunan ¢oziinebilir yapidaki antioksidan maddelerin uygun bir ¢oziiciide
¢oziindiikten sonra bagli formda bulunan antioksidan yapilar i¢in ¢esitli islemlerin
yapilamasi gerekmektedir. Bu durum islem siiresini ve sayisini artirarak analiz i¢in

olumsuz durumlar meydana getirmektedir. Bu sorunlar1 ortadan kaldirmak i¢in G6kmen



ve calisma arkadaglart (2009), kati Orneklere ekstraksiyon ve hidroliz islemi
uygulamadan ¢dzilinen ve ¢oziinmeyen maddelerin literatiirde yaygin sekilde kullanilan
toplam anktioksidan kapasite yontemlerine direk olarak uygulanabilen hizli (QUick),
kolay (Easy), yeni (New), ucuz (CHEap) ve tekrarlanabilir (Reproducible) olmasindan
dolay1r “QUENCHER” metodu 6n plana ¢ikmaktadir (Gokmen ve ark. 2009).

Bu doktora tez c¢alismasinda Kuzey Anadolu kokenli tiiketilebilir Amaranthus
retroflexus L., Echinops viscosus DC. Subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f., Lathyrus
tuberosus L., Chenopodium foliosum Asch (CF), Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent
bitkilerinin toprak istii kisimlar1 serin ve kuru havada ve liyofilizatorde kurutulmus
numunelerin pargacik boyutu 125 um’den kiigiik kisimlar1 SE tekniginde etanol:su ( 1:1,
v/v) ve etanol ¢oziiciileri, UDE ve ASE tekniklerinde etanol:su ( 1:1, v/v) ¢oziiciisii
kullanilarak elde edilen ekstrelerin ekstraksiyon verimi, Folin Ciocalteu metodu ile
toplam fenolik madde igerikleri, toplam antioksidan ozellikleri CUPRAC, ABTS,
DPPH ve FRAP yontemleriyle incelenmistir. Farkli ekstraksiyon teknikleriyle elde
edilen ekstraktlarin LC-MS/MS analiziyle sekonder metabolit olan fenolik bilesik
iceriklerinin metot validasyonu yapilarak kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasi

amagclanmistir.

Ayrica tiim bitki numunelerin pargacik boyutu 125 pm’den kii¢iik numunelerine toplam
antioksidan kapasitesini dogrudan belirlenmesine imkan sunan QUENCHER prosediirii
kullanilarak QUENCHER-CUPRAC, QUENCHER-ABTS, QUENCHER-DPPH ve
QUENCHER-FRAP islemleri ile antioksidan 6zellikleri, GC-MS ile bitkilerin yag asidi
igerigi analizi ve ICP-MS ile bitkilerin metal igerik analizinin gergeklestirilmesi

hedeflenmistir.



2. GENELBILGILER

2.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

“Serbest radikaller”, atomik veya molekiiler yapida dis orbitallerinde bir veya daha
fazla eslesmemis elektronu bulunduran, baska yapilar ile kolay bir sekilde elektron alip
verebilen yliksek reaktiviteye sahip kararsiz kimyasal tiirler olarak bilinirler (Akkus,
1995). Serbest radikallerin olusumu, canlilarin normal metabolik olaylarinin
gerceklestigi durumlarda olusabildigi gibi bircok kimyasal madde, giinesin zararli UV
1sinlar1, ozon tabakasindaki kozmik 1sinlar, X-1sinlar, ¢evre kirliligi, sanayi atiklari,
petrokimya sanayinde kullanilan ve iiretilen {iriinler, stres, ilaglar, viriisler, enfeksiyon,
sigara dumani ve araglarin egzoz gazlar1 gibi bir ¢cok dis unsur da etkili olabilmektedir
(Sies, 1991; Akkus, 1995; Young ve Woodside, 2001; Ertugrul Karagali, 2006; Tekeli
ve Sezgin, 2007; Arslan Burnaz, 2007).

Serbest radikaller kararsiz olmalari ve yiiksek reaktivite gosterdiklerindendolay: organik
veya inorganik kimyasallar, yaglar, karbonhidratlar, proteinler ve DNA gibi yapilar ile
etkilesime girerek serbest hale gelir. Serbest radikaller dis orbitalindeki elektron
eksikligini etkilesime girdigi atom veya molekiillerden giderirken, elektronunu veren bu
yapt kararsiz ve reaktif hale doniiserek yeni bir serbest radikal meydana getirir. Bu olay
stirekli devam ederek serbest radikal olusumuna neden olan otokatalitik bir reaksiyon

baslar (Akkus, 1995).

Canlilar yasamlarini siirdiirebilmek igin organizmalarindaki oksijeni ATP {iretiminde
kullanirlar. Hiicreler yasamini devam ettirebilmek i¢in oksijenden enerji {iretimi
esnasinda ¢ok az miktarlarda da olsa zararli yan iirlin olan reaktif oksijentiirevleri-
serbest oksijen radikalleri olustururlar. Bununla birlikte toksik maddeler etrafindaki
molekiiller ile etkileserek serbest oksijen radikallerin olusumuna neden olmaktadir. Bu

radikallerin meydana gelmesini ve verecekleri hasar1 engellemek icin organizmada



birgok savunma mekanizmast bulunmaktadir. Olusan serbest radikallerin miktari
organizmada bulunan savunma mekanizmasinin kapasitesini astigi durumlarda
oksidatifstres meydana gelmekte ve bu durum hiicrelerin lipit, protein, DNA, enzim, ve
karbonhidrat gibi 6nemli yapilarinda hasara yol agmaktadir (Akkus, 1995; Aruoma,
1998). Oksijen canlilarin yasami igin kesinlikle gereklidir; fakat ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda ya da dis etmenlerin etkili oldugu bazi
durumlardaserbest radikal kaynagi olan reaktif oksijen tiirlerini meydana getirebilmekte
ve bu tiirler de ¢esitli toksik 6zellikler sergileyebilmektedirler(Mandal ve ark., 2009).
Canli organizmalarda bulunan proteinler, DNA, RNA, yaglar ve karbohidratlarin,
reaktif oksijen tiirleri tarafindan oksidasyona ugramalar1 sonucu hiicre ve doku hasari
meydana gelmektedir (Kameda, 2003). Oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirleri

ve reaktif azot tiirleri Tablo 2.1°de gosterilmistir (Aruoma ve Cuppet, 1997).

Tablo 2.1: Reaktif oksijen ve azot tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Radikaller Radikal Radikaller Radikal Olmayanlar
Olmayanlar
Stiperoksit (03) Hidrojen Peroksit ~ Azot Oksit Nitroz Asit (HNO,)
(H20) (NO)
Hidroksi (HO") Hipoklordz Asit Azot dioksit Nitrozil Katyonu (NO*)
(HCIO) (NO3)
Peroksi (RO3) Hipobromoz Asit Nitroksi Anyonu (NO™)
(HBrO)
Alkoksi (RO") Ozon (03) Diazottetraoksit (N,0, )
Hidroperoksi Singlet Oksijen Diazottrioksit (N,05 )
(HO) (‘Ag*02)
Peroksinitrit anyonu
(ONOO")
Peroksinitroz Asit
(ONOOH)
Nitronyum Katyonu
(NO3)
AlKil peroksinitrit
(ROONO)

Canli organizmalarda serbest radikaller genellikle elektron aktarimindan dolay:

meydana gelmektedir. Meydana gelen bu serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii



veya yiiksliz olarak bulunabilirler (Akkus, 1995). Serbest radikallerden bazilar1 canli
metabolizmasinda siirekli olarak olusmaktadirlar ve bazi durumlarda miktarlarinda
anormal artislar goriilmektedir. Baz1 serbest radikaller ise canli metabolizmasinda ¢ok
az miktarda olusur ya da hi¢ olusmazlar. Sigara dumani, kirli hava, pestisitler,
radyoaktif 1s1malar, serbest geg¢is metallerinin iyonlart gibi dis kaynaklar da serbest

radikal olusumunu hizlandirabilirler (Giilgin ve ark. 2003).

Canli organizmasinda meydana gelen serbest radikaller bertaraf edilmezler ise hiicre
zarinin proteinlerine etki ederek hiicrelerin parcalanip yok olmasina, hiicre zarinin
yapisinda bulunan lipitlerin ve proteinlerin yapisint bozarak hiicre zarinin sertlesip
islevselligini kaybetmesine neden olurlar. Ayrica insan viicudunda hiicrelerin ¢ekirdek
zarmin par¢alanmasina neden olarak DNA’nin etkilenmesi dolayisiyla genetik sifrenin
bozulmasi, bagisiklik sistemine olumsuz yonde etki ederek bagisiklik sisteminin
¢Okmesi gibi O6nemli hasarlara yol acabilirler. Metabolizmada gegeklesen olaylar
sonucunda olusan yiiksek etkinlige sahip olan serbest radikallerin, karsilastiklari
molekiiller ile kolay bir sekilde tepkimeye girdigi ortaya konulmustur. Bundan dolay1
gen mutasyonuna, hiicrelerde onemli derecede tahribata, dokularda geri doniilemez
degisimlere ve canlinin daha erken yaslanmasina yol actigi bir¢ok caligmada

gosterilmistir (Storz ve Imlayt, 1999).

Serbest radikallerin DNA’ya hasar vermesi, kanser olusumuna yol agan en 6nemli
etmenlerden biridir. Bazi durumlarda serbest radikal konsantrasyonlarinin, hiicrelerin
serbest radikallere karsi gelistirmis olduklari savunma mekanizmalarinin kapasitesini
astigi gorilebilir (Guyton ve Kensler 1993). Organizmalar, serbest radikallerin
olusturdugu hasarlardan korunmak ve olumsuzluklari minimuma indirmek, en kiiciik bir
olumsuzlugun dahi etkilerini en aza diisiirmek i¢in anti-oksidatif korunma mekanizmasi
gelistirmektedirler (Tunalier ve ark., 2002). Canli organizmada serbest radikallerin
oksidasyona baglamasinda, gelismesinde ve tamamen durdurulmasinda 6nemli rol

oynayarak oksidatif stresi azaltan maddelere“antioksidan ”adi1 verilir. Antioksidanlar



organizmanin i¢ dengesinin sabit kalmasina yarimci olan, canlilarin kendine 6zgii

savunma mekanizmalaridir (Akay Diri, 2006).

Canli organizmalarda serbest radikallere karsi gelistirilen anti-oksidatif koruyucu
mekanizmanin yetersiz oldugu durumlarda bazi tahribatlar meydana gelir. Serbest
radikallerin miktaricogaldik¢abu tahribatlar artarak yaslanmayi hizlandirir. Hiicrelerin
Oliimii, dokularin ve beyin damarlarmin 6liimiinii ve deformasyonunu beraberinde

getirir (Bilaloglu, 1999).

Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin kanitlanmis olumsuz etkilerinden bazilar

asagidaki gibi siralanabilir:

e (Cok sayida patolojik etki olusturmaktadirlar (Halliwell 1994).

e Kanser olusumunun farkli evrelerinde agik¢a goriillmektedirler (Dreher ve Junod,
1996).

e Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunun damar tikaniklig
(ateroskleroz) olusumunda 6nemli etken oldugu diisiiniilmektedir (Epstein ve
ark., 1989).

e [ hiicrelerinin bagisiklik sisteminin yikimina ve seker hastalifina neden
olmakta, ayrica insiilinin aktivitesini diistirmektedirler (Ceriello, A. 2000).

e (Go6zde bulunan proteinleri oksidasyona ugratarak katarakt olusumunda 6nemli
rol oynamaktadirlar (Davies, 1990).

e Bircok patolojik hastaligin gelisiminde 6nemli derecede rol oynayan serbest
radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasi, damar sertligi, beyin
fonksiyonlarinda azalma ve kanser gibi hastaliklara ve ayrica ¢esitli tliirden diger

iltihabl1 hastaliklara yol agmaktadir (Pinelo ve ark., 2004).



2.2. Antioksidanlar ve Antioksidanlarin Siniflandiriimasi

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin olusmasini engellemek ve ortaya ¢ikardigi
oksidatif tahribatin etkisini yavaslatmak, durdurmak ya da tamamen ortadan kaldirmak
icin organizmanin kendi savunma mekanizmastyla liretilen veya organizmaya savunma
amac¢hh disaridan hazir olarak aliman maddeler “antioksidan maddeler” olarak
tamimlanirlar (Banerjee, 2003). Canlilar yasamsal faaliyetlerini devam ettirirken
organizmalarinda antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin var olmasi, yasam igin
onemli bir gerekliliktir. Organizmada bulunan antioksidan &zellikteki maddeler
antimutajenik, antikarsinojenik, yaslanmayr yavaglatici gibi O6nemli etkiler

sergilemektedirler (Cook ve Samman, 1996).

Yapilan ¢aligsmalar sonucu insan viicudunda antioksidan bilesiklerin eksikliginde serbest
radikallerin mekanizmalarinin neden oldugu oksidatif stresin, lipid peroksidasyonu,
enzimlerin ¢alismasi ve g¢alismamasi, sitma, eklem iltihabi, kalp-damar rahatsizliklari,
seker hastaligi, parkinson, beyin ve sinirsel hastaliklar a neden olmakta., Ayrica bobrek
bozukluklari, bagisiklik sistemi bozukluklari, kire¢clenme, kanser, DNA hasari, AIDS ve
yaslanma gibi hastaliklar ile yakindan iligkili oldugu belirlenmistir (Halliwell, 1997;
Auroma, 1998; Enrique Cadenas ve Lester, 2002).

Canli organizmasinda gergeklesen zincirleme reaksiyona gore, oksijen ile etkilesime
girerek otooksidasyona ugrayabilen bilesikler, oksijenle bag olusturan etkin peroksit
radikali ve tlirevleri, sahip olduklart enerjilerini etraflarinda bulunan ve
yiikseltgenebilme 0Ozelligine sahip molekiillere aktararakzincirleme otooksidasyon
tepkimesinin devam etmesini saglamaktadirlar. Antioksidan bilesikler oksidanlardan
reaksiyonun baslayabilmesi i¢in gerekli olan enerjiyi kolayca alirlar, fakat bu enerjiyi
etrafindaki bagka bir molekiile aktarmayarak devam eden zincirleme otooksidasyon

reaksiyonunu durdururlar. Ortamda var olan antioksidanlar zincirleme gelisen



otooksidasyon tepkimesinde araya girerek okside olabilen molekiillerin

yiikseltgenmesini engeller (Keskin ve Erkmen, 1987).

Antioksidanlarin serbest radikaller ile yapmig olduklar1 reaksiyon basamaklari1 formiil 1,

2, 3 ve 4’te gosterilmektedir.

R * enefi —> R 1)
R + 0, —> RO )
RO,+ AH ——> ROOH + A& 3)
RO, + A —> ROOA 4)

(R: kararli molekiil, R: radikal, AH: Antioksidan molekiilii, A" etkin antioksidan
molekiilii) (Shahidi,1997).

Antioksidan bilesikler kolay bir sekilde yiikseltgenirler ve kendi kararli yapilarinin
bozulmasiyla zincirleme reaksiyonu durdururlar. Antioksidan bilesikler belirli bir siire
icin yiikseltgenebilme 6zelligine sahip bilesikleri koruyabilir ve bu siirenin sonunda

ortamda bulunan madde yiikseltgenerek bozunur (Tufan, 2012).

Son zamanlarda beslenmenin insan sagligindaki 6nemi dikkate deger bir sekilde
artmaktadir (Podsedek, 2007). Insanlarin giinliik olarak tiikettigi besinler oksidan ve
antioksidan bir¢ok madde bir arada bulunmaktadir. Bu nedenle organizmadaki
fonksiyonlarin isleyisinde sorunlar olmamasi ig¢in oksidasyona neden olan serbest
radikaller ile antioksidanlar arasinda bir denge olmalidir (Ames, 1983; Lobo ve ark.,
2010).

Organizmalar serbest radikallerin vermis oldugu hasardan korunmak i¢in antioksidatif

savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu antioksidatif mekanizmanin islemesinde



aksakliklar meydana gelir ise organizmada serbest radikallerin sayis1 artarak
oksidasyona sebep olur. Antioksidan bilesikler, serbest radikallerin organizmaya verdigi
hasar1 azaltan, durduran ve yasamsal yapilarin hasara ugramasini engelleyen
maddelerdir. Antioksidan maddeler, serbest radikallerin gerceklestirdigi zincir
reaksiyonunu durdurarak oksidasyonu engellemektedir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda sentetik antioksidanlarin olumsuz etkilerinin belirlenmesi ile gida kimyasi
ve tibbin, dogal bitkilerden elde edilen antioksidan maddelere verdigi 6nem giderek

artmustir (Rice Evans ve ark., 1997).

Dogal kaynaklardan elde edilen bilesikler ¢ok sayida tibbi 6zellikte fitokimyasal madde
gruplar1 icermektedir. Bu fitokimyasallarin en 6nemli gruplarindan biride antioksidan
ozellik gosteren molekiillerdir. Antioksidanlar yapilarindaki farkliliktan dolayr kendi
icinde gruplara ayrilmaktadirlar. Dogal antioksidanlar, bitkisel ve hayvansal gidalardan
elde edilen oOziitlerde veya gida isleme siirecinde ortaya cikan bilesiklerdir. Dogal
antioksidan bilesikgruplarinin en oOnemlilerinden biri de polifenolik bilesiklerdir.
Bunlarin bazilari1 fenolik asitler, flavonoidler, flavanoidler, flavanoller, antosiyaninler,

taninler, lignanlar ve katesinler olarak siralanabilirler (Liyana Pathirana ve ark. 2006).

Antioksidanlar ~ sahip  olduklar1  6zellikler — bakimindan  farkli  sekillerde
siniflandirilabilirler. Ik  olarak kimyasal reaksiyon mekanizmalarma gore
degerlendirildiginde birincil (primer) ve ikincil (sekonder) antioksidanlar olarak iki
gruba ayrilirlar. Antioksidanlarin kaynaklar1 ve iiretimleri degerlendirildiginde dogal
antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olarak iki grupta incelenebilir.
Antioksidanlardan bazilar birden ¢ok aktivite mekanizmasina sahip olmasi bakimindan
¢ok fonksiyonlu olarak tanimlanabilirler (Reische ve ark. 2002; Halliwell ve Gutteridge
1989). Antioksidanlar kimyasal bilesenlerine gore de siniflara ayrilabilirler fakat bu
gruptaki antioksidanlarin siiflandirmasi mekanizmalarinin isleyisi géz oniine alinarak
birincil ve ikincil antioksidanlar olarak da yapilabilmektedir (izol, 2016). Ayrica
enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde bir siniflandirma

da yapilmaktadir (Ratnam ve ark., 2006).
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2.2.1. Mekanizmalarina Gore Antioksidanlar

2.2.1.1. Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidan molekiiller veya devam eden reaksiyonu durduran antioksidanlar,
oto-oksidasyonun baglatma adimimi geciktiren, durduran ve yayilma adimmi kesen

serbest radikal inhibe edicilerdir.

Oto-oksiasyon reaksiyon zincirinin ilerleme adimlari su sekilde gergeklesir.

e Oksidasyonun baglatilmasi i¢in doymamuis bir lipitten bir karbon atomuna hidrojen
koparilarak bir lipit (alkil) radikali (R) olusur (Formiil 5).

RH + enefji —>» R + H (5)

e Olusan yiiksek derecede reaktif lipit radikali devam eden reaksiyonda oksijen ile
reaksiyona girerek bir peroksi radikali (ROO-) a¢iga ¢ikar (Formiil 6).

R + O —> ROO" + H (6)

e Peroksi radikalleri (ROO') devam eden basamaklarda lipit ile tepkimeye girerek
bir hidroperoksitler (ROOH) ve tekrar kararsiz lipit radikalleri (R) meydana
gelir (Formiil 7).

ROO+ RH —» ROOH + R (7

e Sonraki basamakta olusan lipit radikalleri (R’) ortamda var olan oksijenler ile

tepkimesi sonucu peroksi radikaleri olusur. Olusan peroksi radikaleri ile
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kendiliginden devam eden (otokatalizorlii) bir oksidatif mekanizmaya yol agar

(Formiil 6)

e Hidroperoksitler (ROOH) parcalanip radikaller olusturarak reaksiyon hizinin
artmasina neden olmaktadir. Bu reaksiyonlara ¢ogalma adimlar1 denir (Formiil 8

ve Formiil 9).

ROOH —» RO® + HO' )

RO°+ RH — ROH + R (9)

Hidroperoksit pargalanmasi sonucu, oksidasyonun ilerleyen asamalarinda koétii koku ve

tatlara neden olur (Reische ve ark., 2002).

Birincil antioksidanlar (AH) ayni ortamda bulunan lipit radikalleri (R’) ve peroksi
radikalleriyle (ROO’) tepkimeye girerek radikalik 6zelliklerini kaybederler. Birincil
antioksidanlar sahip olduklari hidrojen atomlarini, lipit radikallerine aktararak daha
kararli olan ve otoksidasyonu daha da azaltan lipit tiirevleri ve antioksidan radikallerini
(A) olusturur. Birincil antioksidanlar hidrojen sunucu olarak gorev yapip peroksi
radikallerine lipitlerden daha fazla ilgi gosterirler. Oto-oksidayon sonucu ortaya ¢ikan
peroksi ve oksi (RO) radikalleri birincil antioksidan tarafindan kararli hale doniistiirilir
(Formiil 10 ve Formiil 10 ). Birincil antioksidanlar otooksidasyon reasksiyonu sonucu
olusan lipit radikalleri ile dogrudan reaksiyona girebilirler (formiil 12) (Reische ve ark.,
2002).
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ROO'+ AH —> ROOH *+ A (10)

RO + AH — > ROH + A (11)

R + AH —— RH + A (12)

Hidrojen atomunun aktarilmasi ile olusan antioksidan radikallerin (A’), lipidlere olan
reaktivite etkisi ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle antioksidan radikalinin oksijen ve lipitler ile
reaksiyonun hizi azalir. Antioksidan radikal kararli rezonans yapilar meydana
getirebilmek i¢in fenol halkasinin etrafinda eslesmemis elektronun delokalizasyonu
sonucu karali hale gelir. Antioksidan radikaller peroksi radikali (Formiil 14), oksi
radikali (Formiil 15) ve diger antioksidan radikalleri (Formiil 16) ile sonlandirma
reaksiyonlarina Kkatilabilir. Antioksidan dimerlerin olusumu kati ve sivi yaglarda
belirgindir ve fenolik antioksidan radikallerin kolaylikla sonlandirma reaksiyonlarina

girdigini gosterir.

ROO’+ A ——> ROOA (13)

RO + A ——» ROA (14)

A + A —> AA (15)

Antioksidanlar, radikal olmayan formunda bulundugu siirece otokatalitik serbest radikal
zincir mekanizmasini etkili bir sekilde durdurur. Oto-oksidasyona baslamadan once,
antioksidanlarin sayilarinin azaldigr ve serbest radikallerin sayilarinin arttigi bir
indiiksiyon siireci olmasi gereklidir. Bu nedenle, birincil antioksidanlarm, fenol
halkasmin etrafinda eslesmemis elektronun delokalizasyonu (siklik yayilma) asamalari

meydana gelmediginde, oksidasyonun indiiksiyon ve baglatma asamalar1 sirasinda ilave
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edilmeleri daha etkili olmalarma neden olur. Radikal siipiirmeye ek olarak, birincil
antioksidanlar hidroperoksitleri indirgeyerek hidroksi bilesiklerine doniisebilir.
Bununla birlikte, birincil antioksidanlarin antioksidatif mekanizmasinin temeli radikal

stiplirme olarak bilinmektedir (Reische ve ark. 2002).

Birincil antioksidanlar, halkali yapiya c¢ok sayida ¢esitli siibstitiie gruplarin
baglanabildigi mono- veya polihidroksi fenollerdir. Elektron veren gruplar, fenoliin
hidroksil grubuna gore orto ve para konumundaki siibstitiisyondan kaynakli indiiktif
etki ilebilesigin antioksidan aktivitesini arttirir. Bu engellenmis fenolik antioksidanlar,
hidroksil grubunun elektron yogunlugunu artirarak reaktivitesini azaltir. Butil veya etil
gruplariin hidroksile para konumunda siibstitlisyonu antioksidan aktiviteyi arttirir.
Bununla birlikte, sterik engel nedeniyle, para pozisyonlarinda daha uzun zincirli veya
dallanmis alkil gruplarinin varligi antioksidan etkinligini azaltabilir. Dallanmis alkil
gruplarinin orto pozisyonlarindaki siibstitiisyonlar1 fenolik antioksidanin kararl
rezonans yapilari olusturma yetenegini arttirmakta ve antioksidan radikalinin zincir

reaksiyonlarina katilma yetenegini ise azaltmaktadir (Reische ve ark. 2002).

Gidalarda en sik kullanilan birincil antioksidanlar sentetik bilesiklerdir. Birincil sentetik
fenolik antioksidanlarin 6nemli ornekleri arasinda biitillenmis hidroksianisol (4-
metoksi-3-ter-butilfenol, BHA), biitillenmis  hidroksitoluen  (2,6-di-ter-butil-p-
hidroksitoluen, BHT), propil gallat (3,4,5-trihidroksi benzoik asit propil ester, PG) ve
tert-butilhidrokinon (2-tert-butylbenzene-1,4-diol, TBHQ) bulunur. Bununla birlikte,
gidalarin birka¢ dogal bileseni de birincil antioksidanlar olarak islev goriir ve yaygin
olarak gidalara eklenir. Tokoferoller en yaygin kullamlan dogal primer
antioksidanlardir. Karotenoidler, mekanizmalar1 fenolik antioksidanlardan farkli
olmasina ragmen, birincil antioksidan aktiviteye sahip farkli bir dogal bilesik grubudur

(Reische ve ark. 2002).
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2.2.1.2. ikincil Antioksidanlar

Ikincil veya onleyici antioksidanlar bircok olasi mekanizma yoluyla etki eder. Bu
antioksidanlar, birkag¢ farkli sekilde oksidasyon hizina etki ederek yavaslatirlar, ancak
serbest radikalleri daha kararli hale déniistiirmezler. ikincil antioksidanlar prooksidan
metaller ile kompleks olusturarak onlarin aktifliklerini  giderebilir, primer
antioksidanlara hidrojen saglayabilir, hidroperoksidleri kararli tiirlere donistiirebilir,
singlet oksijeni devre dis1 birakabilir, ultraviyole radyasyonu sogurabilir ve oksijen
yakalayict olarak davranabilir. Bu antioksidanlar genellikle sinerjist etki gostererek
birincil antioksidanlarin antioksidan aktivitelerinin artmasini saglarlar (Reischeve ark.
2002). lkincil antioksidanlar etki mekanizmasina gore ii¢ bashik altinda

degerlendirilebilir. Bunlar;

e Kompleks olusturan ikincil antioksidanlar: Sitrik asit, fosforik asit
e Oksijen gidericiler ve indirgeyiciler: Askorbik asit, askorbil palmitat

e Singlet oksijen siipiiriiciiler: Karotenoitler (Reische ve ark., 2002).

2.2.2. Kaynaklarma Gore Antioksidanlar

2.2.2.1. Sentetik Antioksidanlar

Gida sanayisinde iiretilen iirlinlerin zamanla eksimesi, renginin bozulmasi, kokmasi ve
goriiniimiindeki ~ bozukluklar  gibi  olumsuzluklarin  oksidatif = bozunmalardan
kaynaklandig1 bilinmektedir. Gidalarin {iretim asamasinda ve depolanmasinda yaglarin
oto-oksidasyon ve enzimatik oksidasyonu, iiriiniin kalite kriterleri olan yumusaklik, tat,
renk ve besin degeri gibi parametrelerinde olumsuz etkiler olusturan bir reaksiyondur.
Oksidasyon sonucu serbest radikallerin olusumunu geciktirmek, engellemek ve

tamamen durdurmak igin zincir reaksiyonunun baslama ve ¢ogalma asamalarini
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durdurmak maksadiyla gida firiinlerine genelde bu antioksidanlar ilave edilmektedir
(Abdille ve ark., 2005).

Sentetik antioksidanlar oksijene etki ederek gidalarin bozunmasini geciktirirler, tat, renk
ve koku gibi {irlin kalitesinde onemli olan ozelliklerini muhafaza ederek bir gesit
koruyucu ajan gibi davranirlar. Bu nedenle de gidalarin raf omriinii uzatmak igin
kullanilmaktadirlar. Sentetik antioksianlarin ¢ogu gida endiistrisinde, kozmetik
sanayisinde ve ilag sanayisinde Onemli bir yer tutmaktadir. Glinlimiizde bir¢ok
endistride c¢esitli liriinlerin oksidasyon sonucu bozulmasini 6nlemek ic¢in kullanilan
sentetik antioksidanlarin en 6nemlileri BHA (Butillenmis hidroksi anisol), Butillenmis
hidroksitoluen (BHT), Propil gallat (PG) ve Tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) olarak
bilinmektedir ve busentetik antioksidan maddelerin agik yapilart Sekil 2.1°de

gosterilmistir.
OH OH
(H3C)C C(CHy) C(CH3)
OCHj3 OCHjs
BHT BHA
OH CH; COOC3H~y
CHs
HO OH
OCHs OH
TBHQ PG

Sekil 2.1: Onemli olan baz1 sentetik antioksidan maddelerin agik yapilar
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Bu sentetik antioksidanlar, oksidasyon reaksiyonu baslamadan once gidalar ile
karistirtlirlar  ve boylece oksidasyonu onleyerek gidalarin raf Omriinii uzatirlar
(Yamazaki ve ark.,, 2007). Ancak genellikle yag orami yiiksek olan gidalarin
oksidasyonunu engellemek, raf omriinii uzatmak ic¢in besin maddelerine ilave edilen
BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin kanserojen etki gosterdigi birgok ¢alismada
gosterilmistir (Grice, 1988; Wichi, 1998; Williams ve ark., 1999 ). BHA ve BHT gibi
sentetik antioksidanlarin toksik etkiye neden oldugu ve muhtemel karsinojen olduklar
distiniildiigiinden kullanimlarmna kanunen smirlamalar getirilmistir. Bu nedenle
sanayide bir¢ok alanda sentetik antioksidanlarin yerine dogal kaynaklardan elde edilen
antioksidan bilesiklerin kullanimi i¢in kaynak arastirmasina verilen 6nem giderek
artmistir. Boylece, gida ve saglik alanindaki uzmanlar dogal antioksidan maddelere

daha fazla ilgi duymaya baslamiglardir (Abdille ve ark., 2005).

2.2.2.2. Dogal Antioksidanlar

Bitkilerin yagsamlarini siirdiirebilmeleri, ihtiyag¢ duyduklart madde ve enerjinin
karsilanmasi i¢in gerceklesen kimyasal tepkimelerin tiimii metabolizmayr meydana
getirir. Bitkiler, metabolik reaksiyonlarda primer ve sekonder metabolit olarak bir¢ok
organik bilesik iiretir. Primer metabolitler canlilar i¢in gerekli olan niikleik asitler,
karbohidratlar, yaglar, aminoasitler, proteinlerdir. Uretilen primer metabolitler canlinin
solunum, fotosentez, biiyiime ve gelisme gibi hayati metabolik olaylarinda
kullanilmaktadir. Bitkilerde sekonder metabolizma sonucu yiiksek miktarlarda
tiretilerek depolanan diger maddeler sekonder metabolitlerdir (Croteau ve ark. 2000,
Dewick, 2002)

Ikincil metabolizma {iriinii olarak sentezlenen molekiillerden olan sekonder
metabolitler, boceklere karsi insektisit olarak, zararli bitkilere karsi herbisit olarak,
mikroorganizma ve serbest radikallere kars1 koruyucu olarak ve sinyal verici (haberci)
olarak gbrev yaparlar. Bundan dolay1 sekonder metabolitler “ikincil bitki iiriinleri” veya

“fitokimyasallar” olarak da adlandirilirlar. Bitkiler siirekli olarak ¢ok yiiksek
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miktarlarda aromatik ve alifatik madde tiretebilme yetenegine sahiptir ve bu maddeler
genellikle fenolik bilesikler veya oksijen ile olusturduklart siibstitiie durumdaki
yapilardir (Akytiiz, 2007; Cordell ve ark., 2007). Sekonder metabolitlere 6rnek olarak
fenolik bilesikler, terpenoidler, kiikiirtli bilesikler ve alkaloitler verilebilir (Dewick
2002). Dogal antioksidanlarin biiyiik bir kismi fenolik bilesiklerden meydana
gelmektedir ve en Onemlileri olarak fenolik asitler, flavonoidler ve tokoferoller goze

carpmaktadir.

Fenollik asitler bitkilerdeyaygin olarak bulunan veantioksidan 6zellik gosteren fenolik

bilesik gruplarinin en 6nemlilerinden biridir. Fenollik asitler hidroksi sinnamik asit ve
hidroksi benzoik asit tiirevlerini igeren iki gruba ayrilmaktadir (Enrique Cadenas ve
Lester, 2002). Fenolik asitlerden sinnamik asitin tiirevleri olankafeik asit, kafeik asitin
esteri olan klorojenik asit ve ferulik asit yaygin bir sekilde bulunmaktadir (Spacil ve
ark., 2008). Fenolik asitlerin diger 6nemli tiyeleri ise kafeik asit, p-hidroksi benzoik asit,
3,4-dihidroksi benzoik asit, siringik asit, vanillik asit, p-kumarik asit, sinapik asitve
rosmarinik asit olarak bilinir. Fenolik asitler bitkilerde organik asitlerle veya glikozitler
ile ester bag1 yapmus sekilde bulunurlar (Yanishlieva Maslarova, 2001).

Hidroksi benzoik asitler temel olarak Cg-C; karbon iskeletini bulunduran, benzoik

asidin tiirevleri olan bilesiklerdir. Hidroksi benzoik asit’in aromatik kisminin
farklikarbonlarina hidrolsil ve metil baglanmasi ile hidroksi benzoik asitlerin farkli
bilesikleri olusur. Bitkilerde en yaygin olarak bulunan hidroksi benzoik asitlere gallik
asit, gentisik asit, salisilik asit, siringik asit, vanilik asit, p-hidroksi asit, protokatekuik
asit ve ellajik asit 6rnek olarak verilebilir (Yang ve ark. 2001). Sekil 2.2’debitkilerde

cok bulunan hidroksi benzoik asitlerin yapisi gosterilmistir.
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R, COOH
R3 R4
Adi Ry R, R3 R,
p-hidroksi benzoik asit H OH H H
Protokatekuikasit OH OH H H
Vanilikasit OCHs4 OH H H
Siringikasit OCHgs4 OH OCH; H
Gallik asit OH OH OH H
Salisilikasit H H H OH
Gentisik asit OH H H OH

Sekil 2.2: Bitkilerde ¢ok bulunan hidroksi benzoik asitler (Naczk ve Shahidi, 2004).

Hidroksisinnamik asitler temel olarak Cg-Cj3 fenil propankarbon iskeletini bulunduran

hidroksi sinnamik asidin tiirevleri olan bilesiklerdir. Hidroksisinnamik asitlere bitkilerde
fazla miktarda rastlanmakta ayrica glikozit ve ester gibi konjuge durumlarinda da
bulunmaktadir. Hidroksisinnamik asitlerin aromatik halkasina farkli konumlarda ve
sayida baglanan hidroksil, yapiya farkli aktivite ve 0Ozellik kazandirmaktadir.
Hidroksisinnamik asitler, antosiyanidinler, spermidinler, tanenler, fenilpropanoidler,
stilbenler, izoflavonoidler, kumarinler, lignanlar, auronlarin iretildigi biyosentetik
asamada olusurlar (Vogt, 2010). Bitkilerde yaygin olarak bulunan hidroksisinamik
asitlere p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, sinapik asit ve klorojenik asit 6rnek
verilebilir. L-fenilalanin veya L-tirosinden yola ¢ikilarak p-kumarik asit, ferullik asit,
kafeik asit, sinapik asit ve klorojenik asit meydana gelmektedir. Hidroksisinamik
asitlerin yapisinda -CH=CH-COOH yapisinin var olmast hidrojen atomu sunabilme
yetenegini arttirmakta ve bununla birlikte hidroksi benzoik asit tiirevlerine goére daha
etkili antioksidan ozellik sergilemektedirler (Rice Evans ve ark.,1996). Sekil 2.3’te

bitkilerde ¢ok bulunan hidroksi benzoik asitlerin yapisi gosterilmistir.
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Re \__COOR:s
R3
R4

Adi R1 R> R3 R4 Rs
Sinnamik asit H H H H H
o-kumarik asit OH H H H H
m-kumarik asit H OH H H H
p-kumarikasit H H OH H H
Kafeik asit H OH OH H H
Ferulik asit H OCH; OH H
Sinapik asit H OCH; OH OCH; H
Klorojenik asit H OH OH H Kuinik asit

Sekil 2.3: Bitkilerde ¢ok bulunan hidroksi benzoik asitlerin yapisi ( Naczk ve Shahidi,
2004).

Flavonoidler, bitki diinyasinda en ¢ok bulunan ve insanlarin ¢ok miktarda tiikettigi en
kalabalik fenolik bilesik grubunu meydana getirirler. iki aromatik halkanim ii¢ karbonlu
bir alifatik zincir koprisiiyle birbirine bagli oldugu C6-C3-C6 karbon iskeletini
bulunduran difenil propanlar olarak tanimlanabilirler (Disilvestro, 2001). Flavonoidler,
A, B ve C halkalarindan olusur. A ve B halkalar1 aromatik halkalardan, C halkasi ise
¢ok atomlu halkadan olusur. C halkasinda bulunan karbon atomlar:1 oksijen atomundan
baslayarak numaralandirilir, B halkasindaki karbon atomlarinin numaralandirilmasinda

ise numaralarina iissii () isaret yazilir.

Genel iskelet yapilar1 Sekil 2.4’te gosterilmistir. Flavonoidler hetero halka olan C
halkasinin yiikseltgenme basamagina gore farklilik sergilemektedir (Heim ve ark.,
2002). Alt1 karbon atomlu B halkasi ile merkezde bulunan ii¢ karbon atomlu C

halkasima baglanan hidroksil gruplarinin konumu ve sayisi, C halkasinin oksidasyon
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derecesi ve doymamislik diizeylerine gore gruplara ayrilirlar. Flavonoidlerin
antioksidan kapasiteleri molekiill yapisina gore degismektedir.Ayrica kimyasal
yapilarindaki tim o6zellikler antioksidan ve serbest radikal giderme aktivitelerini
etkilemektedir (Suschetet ve ark., 1998; Saldamli, 2005). B halkasina baglanan
hidroksil sayisininartig gostermesiyle antioksidan 6zelliklerinin arttig1 gézlemlenmistir

(Jovanovic ve ark., 1994).

Sekil 2.4: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

Flavonoidler, oksidasyon sonucu olusan hidroksil, peroksil, ve siiperoksit anyonu
serbest radikallerini gidererek antioksidan o6zellik gosterirler (Hu ve ark., 1995;
Takahama, 1985; Husain ve ark., 1987). Bununla birlikte singlet oksijen sonlimleyici,
metaller ile kelat kopleksleri olusturdugu ve lipoksigenaz’1 temizleme etkisi yaptigi da
bilinmektedir (AVlla ve ark., 2001; Ramanathan ve Das, 1993; Doh1 ve ark., 1991).

Flavonoidler, birgok bitkide ve gidada olusan ikincil metabolitlerin en ¢ok bulundugu
bilesik gruplar1 arasinda yer alirlar. Flavonoidler, tat, koku ve renk gibi duyusal
ozellikleri dogrudan etkilediklerinden {irliniin kalitesi i¢in biiylik bir 6neme sahiptirler
ve bu durum, bitkilerdeki ve gidalardaki analizleri i¢in 6nem arzetmektedir (Fabre ve
ark., 2001; Borbalan ve ark., 2003). Kendi arasinda flavanoller, flavonlar, favonoller,
flavanonlar, izoflavonlar ve antosiyanidinlerolarak 6 farkli smifa ayrilmaktadir:
Flavonoidlerin siniflandirilmasi, genel yapilari, adlari, siibstitiisyon modelleri ve

bulundugu kaynaklar Tablo 2.2” de gésterilmistir.
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Tablo 2.2: Flavonoidlerin siiflandirilmasi, genel yapilari, adlari, siibstitiisyon
modelleri ve bulundugu zengin kaynaklar (Heim ve ark., 2002).

Sinifi Genel Yapi Adlar Siibstitiisyon Zengin Besin
Modelleri Kaynaklar1
Flavanol 3 (+)-Katesin 3,5,7,3°,4-OH Yesil ve siyah cay
4 (-)-Epikatesin 3,5,7,3°,4-OH Yesil ve siyah cay
'0) Epigallokatesin 3,5,7,3°,4’,5’-OH Yesil ve siyah cay
7 c Epikatesin gallat 3,5,7,3°,4’-OH, Yesil ve siyah cay
3-gallat
5 OH Epigallokatesin 3,5,7,3°,4’,5’-OH, Yesil ve siyah ¢ay
gallat 3-gallat
Flavon 3, Krisin 5,7-OH Meyve kabugu
4 Apigenin 5,7,4’-OH Maydonoz, kereviz
2 O sap1
@ c Rutin 5,7,3°,4’-0OH, domates
5 3-rutinoz kabugu, turunggiller
Luteolin 5,7,3°,4’-OH Kirmizi biber
O Luteolin glikozit ~ 5,7,3°-OH, Kirmizi biber
4’-glikozid
Flavonol Kaempferol 3,5,7,4’-OH Brokoli, greyfurt,
siyah cay
Kuersetin 3,5,7,3°,4’-OH Sogan, brokoli,
domates, cay,
kirmizi sarap,
mor meyveler,
zeytinyagi, elma
Mirisetin 3,5,7,3°,4°,5°-OH Uziim, bogiirtlen
Morin 3,5,7,3’,4,5-OH Kirmizi sarap
Fisetin 3,7,3°,4’-OH Kirmizi garap, mor
meyveler
Flavanon 3 Naringin 5,4’-OH, Turunggiller,
4 7-ramnoglukoz greyfurt
0 @ Naringenin 5,7,4’-OH Turunggiller
7 Taksifolin 3,5,7,3°,4’-OH Turunggiller
@ c Hesperidin 3,5,3’-OH,4’-OMe, Portakal
7-rutinoz
5 Hesperetin 3,5,3°-OH,4’-OMe Portakal
0]
I1zoflavon ') Genistin 5,4’-OH,7-glukoz Soya fasulyesi ve
7 fistig1
@ ¢ Genistein 5,7,4’-OH Soya fasulyesi ve
: O 3 fist1g1
Daidzin 4’-OH, 7-glukoz Soya fasulyesi ve
0 4 fistig1
Daidzein 7,4’-OH Soya fasulyesi ve
fist1g1
Antosiyanidin Apigenidin 5,7,4’-OH Renkli meyveler
+ O Siyanidin 3,5,7,3°,4’-OH Vigne, ¢ilek,
Oy bogiirtlen
Malvidin 3,5,7,4’-OH, 3°, Kirmizi tiziim ve
‘ Yz 5’-Ome sarap

Askorbik Asit ( C-Vitamini ) canlilarin disaridan en fazla miktarda alip kullandiklar
vitamin olan askorbik asit sebze ve meyvelerde bol miktarda bulunan, suda kolay bir

sekilde ¢oziinebilen, sudaki ¢oziiniirliigii yliksek ve olusan serbest radikalleri dogrudan
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gideren etkili bir antioksidandir. C vitamini olarak da bilinen askorbik asit (Sekil 2.5)
bircok gidada eksimeyi, acilasmayi, renk degisimini ve bozunmay1 engellemek igin
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Askorbik asit bitkilerden izole edilerek yada
kimyasal olarak elde edilir (Hudson, 1990). Askorbik asit antioksidan 6zellik gdsteren
bilesiklerle beraber kullanildiginda sinerjistik etki gostererek antioksidan etkiyi

arttirmaktadir (Pokorny ve ark., 2001).

HO

\\\\

W
. “\

HO

HO OH

Sekil 2.5: Askorbik asidin yapist (C vitamini ).

Tokoferoller dogal bitkilerden elde edilenler i¢inde en ¢ok bilinen ve en yaygin
kullanilan dogal antioksidanlardir. Tokoferoller ve tokotrienoller olarak iki grupta
degerlendirilirler. Dogada bu iki grubun her birinin dort izomeri (a-, B-, y- ve 8-)olmak
lizere toplam sekiz izomeri mevcuttur. Bitkisel gidalarin genelinde ¢ok az miktarlarda
da olsa bulunurlar. Bu iki grubun en 6nemli ve en aktif izomeri a-tokoferoldiir (Shi ve
ark., 2001). Tokoferoller yapilarinda bulunan hidroksil grubundaki hidrojen atomunu
lipid peroksil radikaline vererek radikalin kararli hale gelmesini saglarlar ve bu sekilde
antioksidan 6zellik gosterirler. Tokoferolden hidrojen kopmasiyla olusan tek elektronlu
radikalik yapi, tek kalan elektronunu aromatik halkada delokalize edip kararli hale
gecmektedir (Yanishlieva-Maslarova, 2001). Ayrica a-tokoferol hidroksiperoksitlerin
etkilerini yavaglattigi belirlenmistir. Tokoferoller sicakliga dayanikli olduklar1 ig¢in
sicakligin artmasi ile oksidasyon hizinin azalmasinda etkili olduklart gozlemlenmistir
(Yanishlieva Maslarova, 2001). Tokoferoller bitkisel yaglarda, yesil yaprakli sebzelerde
ve meyvelerde, findik, ceviz, siit ve yumurtada bol miktarda bulunmaktadir (Keskin ve

Erkmen, 1987). Tokoferol ve tokotrienolizomerlerinin yapilari Sekil 2.6’da verilmistir.
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Tokoferoller R; R, R3

a-Tokoferol -CHj; -CH; -CH3
B-Tokoferol -CH; -H -CH,
y-Tokoferol -H -CH; -CH,
8-Tokoferol -H -H -CH3

a-)Tokoferoller

Rs
Tokotrienoller R, R, R,
a-Tokotrienol -CH,3 -CH; -CH,
B-Tokotrienol -CH,3 -H -CHj
y-Tokotrienol -H -CH, -CH,4
d-Tokotrienol -H --H -CH,

b-) Tokotrienoller

Sekil 2.6: a-) Tokoferol ve b-) tokotrienollerin izomerlerinin yapilar

Karetenoidler, bitkilerde tiretilen kirmizidan agik sari1 renge kadar degisebilen bitkisel

ve hayvansal dokularda depolanabilen maddelerdir. Karetenoidlerinyapilarinda bulunan

cift baglarin konjugasyonu sonucu renkli 6zellik kazanirlar. Sudaki ¢oziiniirligii az,
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organik ¢oziiciilerde ve yaglarda ¢oziiniirligl yiiksek olan, bitkilere gesitli renklerini
veren pigmentlerdir. Sebze, meyve ve ¢igeklerin kendilerine 6zgii renklerinin olusumu
karotenoidler sayesinde olmaktadir. Havug, misir, domates, tereyagi, siit, yumurtanin
saris1 ve renkli olan ¢ogu bitkide bol miktarda bulunmaktadirlar (Keskin ve Erkmen,
1987).

Karotenoidler, bes karbonlu izoprenoid yapinin sekiz tanesinin birlesmesinden meydana
gelen kirk C’lu polienlerdir. Bitkilerden ve hayvanlardan dogal olarak {iretilen 670’ten
fazla karotenoid tiiriiniin ¢gogu antioksidan 6zellik gostermektedir. Karotenoidlere drnek
olarak B-karoten, a-karoten, likopen, lutein ve B-kriptoksantin verilebilir (Faulks ve
Sauthon, 2001). Karotenoidlerden en iyi bilineni viicutta A vitaminine doniisen [-
karoten’dir. A vitamini antioksidan o&zellik gostermezken [-karoten (Sekil 2.7)
antioksidan 6zellik gostermektedir (Keskin ve Erkmen, 1987).

Sekil 2.7: B-karotenin yapisi

Tanenler, molekiil kiitleleri biiyiikk olan polimer yapili bilesiklerolup (Sekil 2.8)
yogunlasmis tanenler ve hidrolize tanenler olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Brune ve
ark., 1989). Yogunlasmis tanenler flavonoidlerin bir araya gelerek polimerlesmesi
sonucu olusurlar (Middleton ve Chithan, 1993). Hidroliz olabilen tanenler ise gallik asit
ve gallik asidin benzer yapilarimin karbohidratlar ile ester olusturmasiyla meydana
gelirler (Brune ve ark., 1989). Besinsel tanenlerin en ¢ok bilinenleri ve epikatesinin
fenolik polimerleri olup renkleri koyu, tatlar1 eksi maddelerdir. Nar ve elma suyunda

bulurlar (Enrique Cadenas ve Lester, 2002).
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Sekil 2.8: Tanenlerin (Fenolik polimerler) yapisi.

Stilbenler, Cs-C,-Cg karbon iskeletine sahip polifenolik bilesiklerdir. Bitkilerin mantar,
bakteri ve viral patojenlerin verdigi =zararlardan kendilerini korumak igin
metabolizmalar1 tarafindan sentezlenen bitki koruyucu maddelerdir. Stilbenlerin en
onemli ve en yaygin bilesigi olan resveretroliin dogada cis ve trans izomerleri
bulunmaktadir. Bu izomerler bitkilerde genelde glikozitleri halinde bulunur en yaygin

trans-resveratol-3-O-glikozit yapisinda bulunur (Sekil 2.9) (Kimura ve ark. 1985).

OH
i \/O HOQF\[ )
OH OH

H
trans-Resveratrol

OH
\ HO
HO OH HO OH b/ \©
OH OH

H

trans-Resveratrol-3-O-glikozit cis-Resveratrol-3-O-glikozit
Sekil 2.9: Stilbenlerin yapilari: trans- ve cis- resveratrol ile glikozitleri

cis-Resveratrol

26



2.3: Toplam Fenolik Madde Tayini: Folin-Ciocalteu Metodu

Dogal gida iiriinlerinin toplam fenolik madde igeriklerinin belirlenmesi antioksidan
Ozellik gosteren hidroksil gruplarinin varligi hakkinda fikir vermesi yoOniinden
onemlidir. Folin Ciocalteu metodu istenen numunenin toplam fenolik madde
iceriklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Su ve bir¢ok organik ¢oziicii kullanilarak
degisik ekstraksiyon teknikleri ile hazirlanmis ekstraktlarin bazik ortamda Folin-
Ciocalteu reaktifiyle mor-menekse renkli kompleksin 765 nm’de absorbansinin
oOlgiilmesi temeline dayanir (Slinkart ve Singleton, 1977). Toplam fenolik madde tayini
ilk olarak Singleton ve arkadaslar1 (Singleton ve Rossi, 1965; Singleton ve ark., 1999)

tarafindan gelistirilmistir.

Folin-Ciocalteu reaktifi numunelerde bulunan fenolik bilesikler ile etkilesebilmesi i¢in
sodyum karbonat ile pH yaklasik 10’a getirilir. Fenolik bilesikler protonlarin
kaybederek fenolat anyonlar1 meydana gelir ve sar1 renkli Folin-Ciocalteu reaktifini
kolaylikla indirgeyerek mor-menekse renkli 765 nm’de maksimum absorbans yapan

komplekse doniistiiriirler (Cao ve ark., 1993).

Genelde toplam fenolik madde iceriklerinin gallik asit standardi kullanilir ve gallik asit
es degeri tiirlinden belirlenmektedir. Yapilan bazi c¢alismalarda farkli standartlarda
kullanilmigtir (Prior ve ark., 2005). Bu yontem kolay, hassas ve kesinligi yiiksek
olmasia ragmen asidik ortamlarda yavas ve seciciligi azalir. Analiz aninda eksrtakte
edilebilen proteinlere ile etkilesime girmesi, kolay indirgenen bilesenler ile rahat
reaksiyona girmesi ve askorbik asit gibi indirgen bilesikler ile etkilesime girmesi bu

metodun dezavantajlaridir (Huang ve ark., 2005; Prior ve ark., 2005).
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2.4. Toplam Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Baz1 Yontemler

Gliniimiizde bitkilerin antioksidan kapasitelerini belirlemede bir¢ok farkli yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemler, tek elektron transferi (SET: SingleElectron Transfer),
reaksiyonlar1 iizerine dayali yoOntemler, hidrojen atomu transferi (HAT:
HydrogenElectron Transfer) reaksiyonlari {izerine dayali yontemler ve diger

mekanizmalara dayali yontemler olarak ¢esitli siniflara ayrilir ( Prior ve ark., 2005).

2.4.1. Elektron Transferine Dayah Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

2.4.1.1. DPPH (2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yontemi

Antioksidanlarin radikal giderme kabiliyetini belirlemede kullanilan DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) 517 nm’de maksimum diizeyde absorbans gosteren kararlibirserbest
radikaldir (Sancez ve ark., 1998). Metanol veya etanol ile hazirlanmis koyu menekse
renkli DPPH radikalinin antioksidanlar ile reaksiyona girmesiyle 517 nm’deki
absorbansdegeri azalir ve koyu menekse rengi acgilarak sar1 renkli hidrazine doniisiir.
Antioksidanlar ile DPPH’1n reaksiyonu sonucu geriye kalan DPPH reaktifi ortamda var
olan antioksidanlarin konsantrasyonu ile orantilidir. Antioksidan, konsantrasyonu
yiiksek olan DPPH’1 reaksiyon sartlarina gore siipirir (Sekil 2.10). DPPH radikalinin
konsantrasyonunu yariya indiren antioksidan konsantrasyon degeri ECsp ( veya 1Cs)
olarak ifade edilir (Prior ve ark., 2005). Bu yontemin sagladig1 en biiyiik avantaj basit
ve hizli bir sekilde uygulanabilir olmasi iken dezavantaji ise sterik engelle karsilasan
antioksidanlarin DPPH ile reaksiyona girme hizinin azalabilmesidir (Sanchezve ark.,
1998)
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Sekil 2.10: Antioksidan-DPPH radikali tepkime mekanizmasi

2.4.1.2. ABTS Yontemi / TEAK (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi)

Troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAK) olarak tanimlanan ABTS yontemi Miller
ve arkadaglan tarafindan gelistirilmistir (Miller ve ark., 1993).. Radikalik bir katyon
olarak kullanilan 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) (Sekil 2.11)
absorbansmin proton (H') veren antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesi esasina
dayanir. Toplam antioksidan kapasite troloksesdegeri cinsinden ifade edilir. Miller ve
arkadaslarmin gelistirmis oldugu orijinal yontemde, ABTS" katyonu metmiyoglobinin
hidrojen peroksit (H20,) ile aktive olduktan sonra olusan ferrilmiyoglobinradikal
tiirlerinin ABTS molekiilii ile 10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonucunda olusturulur.
Bu radikal ¢6zeltisinin antioksidanlarla reaksiyonu sonucu renginde agilma gergeklesir
ve bu durum 405 veya 734 nm’de maksimum absorbans degisimi olarak izlenir (Miller
ve ark., 1993; Miller ve Rice-Evans, 1994).
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Sekil 2.11: ABTS *katyonunun yapisi

Re ve arkadaslari, (1999) tarafindan gelistirilen bir diger yontemde ise, ABTS nin
potasyum persiilfat ile oksidasyonu reaksiyonunda ABTS™ radikal katyonu meydana
gelmektedir. ABTS™ radikal olusum reaksiyonunda ¢ozelti oda sicakliginda ve
karanlikta 12-16 saat bekletilir. Olusan ABTS™ radikal katyonu oda sicakliginda ve
151ks1z ortamda 2 giin bozunmadan kalabilir. Modifiye edilen bu yontemin ilk yonteme
gore farkliligi hem lipofilik hemde hidrofilik antioksidan analizleri i¢in uygulanabimesi

ve bi rrenk giderimi yontemi olarak kullanilabilmesidir (Re ve ark., 1999).

2.4.1.3. Cu(ll) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yontemi

Apak ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen yontemde reaksiyon, 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin  (Neocuproin-Nc)’in  Cu(IT) ile olusturdugu Cu(IT)-Nckompleksinin
antioksidanlarla reaksiyona girerek Cu(l)-Nc kompleksine doniismesi seklinde meydana
gelmektedir. (Sekil 2.12). Bu doniisiimde bakirin indirgenmesinden yararlanilir. Cu(II)-
Nckompleksinin agik mavi renginin, bakirin indirgenmesiyle olusan Cu(I)-Nc
kompleksinin agik sar1 rengine doniisiimiiniin 450 nm’deizlenmesiyle antioksidan
kapasite belirlenmektedir. Bu &zellikten dolayr metoda ‘Bakir(Il) Iyonu indirgeme
Antioksidan Kapasite’ yontemi denilmis ve kisaca CUPRAC yontemi olarak
isimlendirilmistir (Apak ve ark., 2004).
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Sekil 2.12: Cu(Il)’ nin antioksidan madde (Ar(OH),) ile Cu (I)’e indirgenmesi.

Bu yontemde, suda hazirlanan Cu(II) kloriir, % 96’lik etanolde hazirlanan Nc ve suda
hazirlanan amonyum asetat (pH=7 tamponu) ¢ozeltileri belirli hacimlerde
karistirildiktan sonra analizedilecek olan antioksidan ¢ozeltisinden de belirli miktar
ilave edilir ve 30 dakikalik bir inkiibasyon siiresi uygulanir. Daha sonra bu karisim
¢Ozeltisinin absorbansi, i¢inde antioksidan olmayan referans ¢ozeltiye karsi 450
nm’dedl¢iliir. Gallik asit, kuersetin, askorbik asit gibi antioksidan ozellik gosteren
maddelerin reaksiyonu kisa stirede ger¢eklesirken, naringin, naringenin gibi antioksidan
ozellik gosteren maddelerin reaksiyonu yavas gerceklesir reaksiyonlart hizlandirmak
icin sicakligin 50°C’ye ¢ikartilip 20 dakika beklenmesi yeterli olmaktadir (Apak ve ark.,
2004).

2.4.1.4. FRAP (Demir(IIT) indirgeme Antioksidan Giicii) Metodu

Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen bu yontemde indirgeme giicti dolayli olarak toplam

*iin Fe+2’ye indirgenmesiyle meydana gelen

indirgeme potansiyelini belirtmektedir. Fe
renk degisiminin 593-595 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlenmesi
seklinde uygulanir. Yontemin Benzie ve Strain (1996, 1999) tarafindan modifiye edilen
seklinde, renksiz Fe**-tripridiltriazin([Fe(11)(TPTZ)2]*") kompleksi, asidik ortamda
(pH=3,6) antioksidanlar ile reaksiyon soncu indirgenerek mavi renkli Fe**-

tripridiltriazin [Fe(11)(TPTZ),]** kompleksine déniismektedir (Sekil 2.13). Olusan
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bukompleksi igeren c¢ozeltinin spektrofotometrede 593-595 nm’de absorbansinin
Ol¢iilmesiyle antioksidan maddelerin indirgenme giicii toplam olarak belirlenmektedir

(Benzie ve Strain, 1996; Benzie ve Strain, 1999).
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Sekil 2.13: [Fe(I1)(TPTZ),]** kompleksinin antioksidan ile etkilesimi sonucu
[Fe(11)(TPTZ),]*" kompleks olusumu.

2.4.2. Hidrojen Atomu Transferine Dayalh Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

2.4.2.1. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Ik olarak Cao ve ¢alisma arkadaslar1 (1993) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde
2,2’-azobis (2-amidino propan) dihidrokloriir (AAPH) peroksil radikalini, Cu(IT)-H,0,
ise hidroksil radikalini olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Yiikseltgenebilen bir protein
olan B-fikoeritrin (B-PE) ise ortamdaki floresans siddeti degisiminin izlenmesi igin
kullanilmaktadir. Analizde serbest radikal ile B-PE’ninarasindaki reaksiyonun
olusturdugu floresansazalmasiningiddetiperoksil radikalin vermis oldugu hasarin
derecesini belirlenmektedir. Ortama antioksidanlar kondugunda ise radikal tiirler
inhibisyona ugrayacagindan floresanstaki diisiis yavaslamaktadir. Bu iki durum
arasindaki floresans miktar1 farki kullanilarak toplam antioksidan kapasite
belirlenmektedir. B-PEfloresansinin zamanla azalmasi dogrusal degil, iisteldir. Bu

nedenle floresans miktarinin belirlenmesinde bu egri altinda kalan alan (EAKA)
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kullanilir. Egri altinda kalan alanin hesabi, reaktif tiirlerin antioksidanlar tarafindan
inhibe edilme siirelerini de igeren bir inhibisyon yilizdesi verir. EAKA degerindeki net
degisim, toplam antioksidan kapasiteyle dogru orantilidir (sekil 2.14) (Cao ve ark.,
1993).
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Sekil 2.14: Analiz edilen 6rnek ile sahit ¢ozeltisi egrileri altinda kalan alan (EAKA)

fark: olarak ifade edilen antioksidan aktivitesi.

2.4.2.2. Krosin Agartma Yontemi

Tubaro ve arkadaslar1 (1998), tarafindan gelistirilmistir. Yontem, sicakligin etkisiyle
AAPH’nin irettigi peroksil radikalinin, suda ¢6ziinebilen renkli bir karotenoid olan
krosin’i yiikseltgemesi sonucunda renginin agarmasi temeline dayanmaktadir (Tubaro
ve ark., 1998). Yontemde krosinin renginin agarma derecesi hesaplanmaktadir (Prior ve
Cao, 1999). Hazirlanan ¢ozeltiye ilave edilen antioksidanlar igeren ekstrakt, agarmay1
onlemektedir. Fosfat tamponunda hazirlanan krosin ve konsantrasyonu bilinen

antioksidan ¢ozeltileri ile reaksiyon gergeklestirilir (Huang ve ark., 2005).
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2.4.2.3. Toplam Radikal Tutma Parametresi (TRAP) Yontemi

TRAP yontemi ilk olarak Wayner ve arkadaslar1 (1985) tarafindan gelistirilmistir. Bu
yontem cogunlukla serum veya plazmanin toplam antioksidan igeriklerinin
belirlenmesinde  kullanilmaktadir.  Temel reaksiyon ORAC  ydntemindekine
benzemektedir. Yontemde 2,2°-azobis (2-amidino propan) dihidrokloriir (AAPH)
peroksil radikallerini olusturmak i¢in kullanilir. Analizi gergeklestirilecek olan
plazmaya AAPH ilave edilmesiyle yiikseltgenecek bilesenlerin oksidasyonu igin
gereken oksijenin Olciilmesi esasina dayanir. Eger plazmada antioksidanlar bulunursa
oksidasyon reaksiyonu yavas gerceklesir. Reaksiyonda gergeklesen gecikme zamani
oOlgiiliir ve analiz edilen plazmanin toplam antioksidan kapasitesi, troloks (6-hidroksil—
2,5,7,8-tetrametilkroman—2-karboksilik asit) standardi kullanildiginda elde edilen
gecikme zamaniyla karsilastirilarak troloks esdegeri tiiriinden verilir (Wayner ve ark.,
1985).

2.4.2.4. Luminol Yontemi

TRAP yonteminin ilerleyen zamanlarda Alho ve Leinonen (1999), tarafindan
gelistirilmesiyleortaya ¢ikan yeni bir yontemdir. AAPH’den olusan peroksil
radikallerinin luminol bilesigini oksidasyona ugratarak yiikseltgemesiyle 1sik yayan
luminol radikalleri meydana gelmektedir. Yayilan bu emisyon luminometre ile
Olclilmektedir. Luminol radikallerini igeren karisima antioksidan bir madde
eklendiginde kemiluminesans i1gimasinin olusumunu belirli bir siire geciktirir. Bu
gecikme zamani numunede bulunan toplam antioksidan miktar1 ile dogru orantilidir.
Gergeklestirilen analizde sonuglar troloks esdegeri tiiriinden belirlenir (Alho ve

Leinonen, 1999).
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2.4.2.5. Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) Y 6ntemi

Bu yontem, TRAP y6nteminin ¢alisma sisteminden yararlanilarak Valkonen ve Kuusi
(1997) tarafindan gelistirilmistir. Yontemde peroksil radikali olusturmak i¢in AAPH,
yiikseltgenen substrat olarak da Diklorofloresein-diasetat (DCFH-DA) kullanilir.
Olusan peroksil radikalinin DCFH-DA’y1 okside etmesi sonucu yiiksek floresans 6zellik
gosteren diklorofloresein (DCF)’e olusur. DFC 480 nm’de uyarilip, 526 nm’de emisyon
yapar. 504nm’de absorpsiyon gostermektedir. Yontemde toplam antioksidan kapasite
iki adimda gergeklestirilir. Ik islemde, numunede bulunan antioksidanlarin kapasitesi
gecikme zamani tiirlinden belirlenir, ikinci adimda ayni numuneye konsantrasyonu
bilinen troloks ¢ozeltisi eklenir. Karisimda bulunan troloks serbest radikaller tarafindan
bitirildikten sonra ikinci gecikme zamani tespit edilir. ilk ve ikinci adimda belirlenen
gecikme zamanlar1 arasinda olusan fark kullanilarak troloks tiirlinden toplam

antioksidan kapasite hesaplanir (Valkonen ve Kuusi, 1997).

2.5. Bitkisel Kaynaklardan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu Icin Kullanilan
Teknikler

Bitkisel materyallerden islevsel bilesenlerin ekstaksiyonu 6nemli bir islemdir ve bu
konuda cesitli teknikler kullanilmaya baslamistir (Spigno ve ark., 2007). Ekstraksiyon,
fenolik bilesiklerin izolasyonu, tanimlanmasi ve kullaniminda 6nemli bir adimdir

(Stevigny ve ark., 2007).

Fenolik bilesikler basit yapili kiigiik molekiillerden polimer yapili biiyliik molekiillere
kadar farklilik gosterir. Bitkisel kaynaklarda bulunan fenolik bilesikler karbonhidratlar,
proteinler ve bir¢ok bilesenlerle birlikte kompleks halinde olabilirler ve biiyiik molekiil
kiitleli fenolik bilesiklerin olusturdugu kompleks yapilarin ¢oziniirliigli ¢ok diisiik

olabilir.
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Fenolik bilesiklerin ¢ozlniirliigli, kullanilan ¢oziiciiniin tiiriine (polaritesine), fenolik
bilesiklerin polimerlesme derecesinin yani sira fenolik bilesiklerin diger gida bilesenleri
ile etkilesimlerine ve ¢oziinmeyen komplekslerin yapisina baglidir. Bu nedenle bitkisel
kaynaklardan tiim fenolik bilesiklerin tamamen ekstrakte edilmesi miimkiin degildir.
Metanol, etanol, aseton, su, etil asetat ve az miktarda propanol, dimetilformamid ve bu
coziiciilerin farkli oranlardaki karigimlar fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda yaygin
olarak kullanilir (Naczk ve Shahidi, 2004). Bununla birlikte fenolik bilesiklerin

ekstraksiyonunda uygulanacak olan ekstraksiyon teknigi de 6nem kazanmaktadir.

Bitkisel kaynaklardan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilan geleneksel
ekstraksiyon tekniklerinin uzun siirede geceklesmesi, yorucu olmalari, ekstraksiyon
seciciliginin ve verimin diisiik olmasi, ¢cok miktarda zararli ¢oziiciilerin kullanilmasi
gibi olumsuzluklar1 vardir (Ghafoor ve ark., 2009). Bunun yani sira organik ¢oziiciiler
ile geleneksel kati-s1v1 ekstraksiyonu gerceklesirken istenmeyen kalintilar olusabilir ve
ekstrakt ¢oziiclinlin uzaklastirilmasi sirasinda oksidatif doniistimlere ugrayabilir (Diaz-
Reinoso ve ark., 2006). Yillardir kullanilan Soxhlet ekstraksiyonu gibi geleneksel
yontemler ¢ok zaman alir ve nispeten biiyliik miktarlarda ¢oziicti gerektirir (Lugque de
Castro ve Garcia-Ayuso, 1998). Bu nedenle kisaltilmis ekstraksiyon siiresi, azaltilmig
organik ¢Oziicli tiikketimi, ekstraksiyon veriminin artirilmasi ve kirliligi 6nleme
ozelliklerine sahip yeni ekstraksiyon teknikleri i¢in artan bir talep vardir (Wang ve
Weller, 2006).

Son zamanlarda bitkisel kaynaklardan bir ¢cok maddenin hizli ve etkili ekstraksiyonu
icin geleneksel ekstraksiyon tiirlerinin yerine ultrason destekli ekstraksiyon (Vinatoru,
2001), hizlandirilmis ¢6ziicti ekstraksiyonu (Kaufmann ve Christen, 2002; Smith,
2002), mikrodalga destekli ekstraksiyon (Kaufmann ve Christen, 2002) ve siiperkritik
akigkan ekstraksiyonu (Marr ve Gamse, 2000; Lang ve Wai, 2001; Meireles, 2003) gibi

yeni ekstraksiyon teknikleri kullanilmaya baglamistir.
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2.5. 1. Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu kati-sivi ekstraksiyonu olarak da bilinir. Kati fazda
bulunan hrdef bilesenin bir sivinin ¢oziiniirliik 6zellilerini  kullanarak ayrilmasi
islemidir. Kat1 faz ile s1v1 faz belirli bir stire etkilestirildikten sonra bu fazlar birbirinden
uygun bir yontem ile ayrilir. Ekstraksiyon esnasinda kati fazdan sivi faza madde gegisi
lic asamada gerceklesmektedir: (1) ¢oziicli olarak kullanilan sivi faz kati1 faza temas
ederek istenilen bileseni ¢ozer, (2) ¢coziinen bilesen kat1 faz iginde yiizeye difiize olur,
(3) ¢oziinen bilesen ¢ozelti ortamina aktarilir. Ekstraksiyonda sicaklik, zaman, yiizey
alani, istenilen bilesenin ¢oziiniirligi, ¢oziicli viskozitesi ve akis orani gibi parametreler
ekstraksiyon verimini ve tekrarlanabilirligini etkiler (Fellows, 2009). Klasik ¢oziici
ekstraksiyonu kullanilarak bitkisel materyallerden fenolik bilesiklerin elde edilmesine
yonelik cok sayida calisma yapilmistir. Bu ekstraksiyon yontemi ile yapilan bazi

calisma ornekleri incelenecek olursa;

Inang ve Yiiksel (2018), thlamur bitkisinin (Tilia cordata) kati-sivi ekstraksiyonunda
toplam fenolik madde kinetiginin matematiksel modellenmesi ile ilgili calisma
yapmiglardir. Bu calismada 5 farkli sicaklikta (60, 70, 80, 90 ve 100 °C) demlenen
thlamur bitkisinin kati-sivi ektraksiyonunda polifenollerin sivi faza gegme siireleri
incelenmistir. Toplam fenolik bilesiklerin kati-sivi ekstraksiyonunun matematiksel
modellemesinde Fick yasasinin uyarlanmig hali kullanilmistir. Thlamur bitkisinin (Tilia
cordata) cay: geleneksel yontemle hazirlanmistir. Orneklerin toplam fenolik bilesikleri
spektrofotometrik yontemle belirlenmis ve gallik asit esdegerleri (GAE) mg/ml olarak
ifade edilmistir. Kati-sivi  faz 1hlamur ekstraksiyon uygulama sonrasi biitiin
sicakliklardaki toplam fenolik madde miktarlarinin denge konsantrasyonlari 40.5-43

mg/L arasinda degistigini belirlemislerdir.

Karacabey ve Mazza (2008), ogiitiilmiis tiziim kamislarindan trans-resveratrol, trans
viniferin, ferulik asit ve toplam fenolikler igin kati-sivi ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonunu aragtirmislardir. Sicaklik ve etanol konsantrasyonunun tiim cevaplari

icin ana iglem degiskenleri oldugu bulunmasina karsin ¢oziiciiniin katiya orani, ¢alisilan
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cevaplarin higbiri i¢in anlamli bulmamislardir. Transresveratrol, trans-viniferin ve
toplam fenoliklerin verimleri sicaklik arttik¢a yiikseldigini tespit etmislerdir. Trans-
resveratrol (4,25 mg / g dw), trans--viniferin (2,03 mg / g) ve toplam fenolikler (9,28
mg / g dw) igin en yiiksek verim, orta dereceli bir etanol konsantrasyonunun (% 50-70)
ve en yiiksek sicaklik (83,6 °C) birlesiminden elde edilirken, ferulik asidin (1,05 mg/ g
dw) ekstraksiyonu i¢in en uygun kosullarin ¢alisilan en diisiik sicaklikta (16,4 °C) ve %
35'lik bir etanol konsantrasyonda oldugu belirlemislerdir. Farkli ekstraksiyon kosullari
icin D, deney sonuglar1 Fick’in ikinci yasasindan tiiretilen bir modele uyarlayarak
hesaplamiglardir. Resveratroliin kat1 fazda etkili difiizivitesi degisen ekstraksiyon
kosullarinda 3,1 x 103 26, 6 x 10" m? s arasinda degistigini tespit etmislerdir.
Resveratroliin etkin difiizivitesindeki artig, sicaklik arttikga gozlendi ve Ongoriilen en
yiiksek seviye, 83,6 °C'de % 54 etanol / su karigimi kullanildiginda elde edildigini
belirlemislerdir. Etanol konsantrasyonundaki artis, % 50-55'e kadar olumlu bir etki
sergilemis bu noktadan sonra konsantrasyondaki artis ile etkin difiiziviteyi diislirdiglinii

tespit etmislerdir.

Alberti ve arkadaslar1 (2014), cevap yiizeyi metodolojisi (RSM) yontemini kullanarak
elmadan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu optimize etmislerdir. Coziicli orani
(metanol veya aseton), sicaklik ve zaman gibi parametrelerin toplam flavonoidler,
antioksidan kapasite (FRAP ve DPPH) ve toplam fenolik igeriklerin ekstraksiyonu
tizerindeki etkilerini analiz etmek i¢in bir Boxn Behnken tasarimi yapmuslardir.
Fenoliklerin tanimlanma analizlerini optimum ekstraksiyon kosullarinda HPLC yontemi
ile gerceklestirmislerdir. En uygun ekstraksiyon kosullar1 % 84 metanol ile 28 °C’de 15
dakika ekstraksiyon ve % 65 aseton ile 10 °C’de 20 dakika ekstraksiyon olarak
kaydetmislerdir. Aseton ¢ozeltileri kullanilarak yapilan deneylerin bircogunda daha
fazla biyoaktif bilesik elde edilmistir, bu deney sonuglarindan yola ¢ikilarak asetonla
elde edilen ekstraklarin daha fazla antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Fakat metanol kullanilarak yapilan ekstraksiyonda klorojenik asit (%32,4) ve floridzin
(% 48,4) daha yiiksek verim ile elde edilmistir.
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Baska bir ¢alismada Weidner ve arkadaslar1 (2012) tarafindan, ii¢ yabani iiztim ( Vitis
californica, Vitis riparia ve Vitis amurensis ) tiiriiniin tohumlar1 bir kahve degirmeni
icinde Ogiitiildii ve 6-8 saat boyunca bir Soxhlet aparatinda heksan ile yikandi. Daha
sonra yikanan Ornekler bir erlenmayerde kati madde/ ¢oziicii oram1 1:10 (w/v) olacak
sekilde %80 metanol veya %80 aseton c¢ozeltileri kullanilarak c¢alkalamali su
banyosunda 50 °C °‘de 30 dakika siiresince fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu
gerceklestirmislerdir. Fenolik bilesiklerin toplam igerigi Folin-Ciocalteu fenol reaktifi
kullanilarak belirlenirken, tanenlerin igerigi vanilin ve BSA ¢okeltme yontemleri
kullanilmistir. Ek olarak, DPPH serbest radikal temizleme aktivitesiyle ekstraktlarin
indirgeme giicii Ol¢tilmustiir. Ekstrelerdeki fenolik asitler ve katesinler gibi fenolik
bilesikleri tanimlamak i¢in RP-HPLC yontemini uygulamislardir. Tohumlarin biiyiik
miktarda tanin, katesin ve gallik asit ve gozlenebilir miktarlarda p-kumarik asit icerdigi
belirlemislerdir. Fenolik bilesiklerin toplam igerigi ve taninlerin V. californica ve V.
riparia tohumlarindan elde edilen ekstraklarla benzer oldugu ortaya konmustur.
Bununla birlikte, V. californica ve V. riperia tohumlarindan elde edilen oziitlerdeki
toplam fenolik bilesikler ve tanenlerin toplam iceriginin, V. amurensis tohumlarindan
elde edilenlerden iki kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Amerikan tiirlerinin
tohumlarindan (V. californica ve V. riparia) elde edilen ekstratlarin benzer sekilde
yiiksek tanen konsantrasyonlar1 i¢cermesine karsin V. amurensis tohumlarindan elde
edilen Oziitlerin bu bilesiklerin yaklagik yarisina sahip oldugunu kaydetmislerdir.
Katesin ve epicatechin igeriinin tiim ekstraklarda benzer oldugunu ortaya
koymuslardir. En yiiksek DPPH " anti-radikal temizleme aktivitesi, V. californica ve V.
riparia tohumlarmin asetonlu ve metanolliiekstraktlarda oldugu; V. californica
tohumlarindan elde edilen asetonlu ekstraktin, en gii¢lii indirgeyici oldugunu

belirlemislerdir.

2.5. 2. Soxhlet Ekstraksiyonu (SE)

Soxhlet ekstraksiyonu ilk kez 1897 yilinda Alman kimyaci Franz Ritter von Soxhlet
tarafindan siitteki yag miktarini belirlemek i¢in kullanmistir. Bir asirdan fazla siiredir

kullanilan Soxhlet ekstraksiyonu standart bir yontemdir ve yeni ekstrasyon
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Olgtimlerinde referans olarak kullanilir (Luque de Castro ve Priego-Capote, 2010).
Soxhlet ekstraksiyonu genellikle kati ve yar1 kati orneklerin ekstraksiyonu ig¢in
kullanilan bir tekniktir. Soxhlet ekstraktorii 6zel bir diizenek tasarlanarak camdan
iiretilen bir sistemdir. Sekil 2.15’de gosterilen geleneksel Soxhlet ekstraktorii sistemi,
mantolu 1sitic1, kaynama balonu, sifon kolu (¢oziicli akis borusu), ekstraktor, seliiloz

ornek kartusu ve sogutucudan olugsmaktadir.

|~ SOGUTUCU

—

P,

EKSTRAKTOR
SIFON KOLU
ORNEK
—— BUHAR KOLU

KAYNAMA ——2
BALONU

<—— NANTOLU ISITICI

Sekil 2.15: Geneleksel Soxhlet ekstraktorii (Luque de Castro ve Priego-Capote, 2010).

Ekstraksiyonu yapilacak 6rnek seliillozdan yapilmis filtre gorevi géren kartusun igine
alinarak ekstraktor hazinesine yerlestirilir. Kaynama balonuna konulan ¢oziicli veya
¢oOziicii karisimi, bir mantolu 1sitict yardimi ile 1sitilarak ¢oziicli buharlasir. Buhar
kolundan yukar1 ilerleyen ¢oziicii buharlari sogutucuya ulastiginda yogunlasarak
kartustaki Ornegin iizerine damlayarak Ornek c¢oziicii ile 1slanir. Ekstraksiyon
hazinesindeki ¢oziicli seviyesi yiikselerek sifon kolunun tepesine ulastiginda ¢oziicii,
sifon olusarak ekstraksiyon hazinesinden kaynama balonuna akar. Ekstraksiyonda

gerceklesen bu dongii ekstrasiyon hazinesine dolan ¢oziicli renksiz oluncaya kadar
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stirekli devam eder. Ektraksiyon hazinesinde ekstrakte edilen hedef bilesenler ¢oziiciide
¢oOziiniir ve sifon gerceklestiginde ¢oziicii ve hedef bilesen kaynama balonuna geger.
Kaynama balonunda sadece temiz ¢0ziici buharlastigi i¢in hedef bilesen tekrardan

dongiiye katilmaz bu nedenle her dongiide temiz ¢oziicii kullanilir.

Geleneksel Soxhlet ekstraksiyon yoOnteminin bazi 6nemli avantajlar1 vardir.
Ekstraksiyon dongiisiinde temiz ¢oziicli kullanildigindan dolayr Soxhlet ekstaktoriiyle
yapilan ekstraksiyonun verimi daha yiiksek olmaktadir. Verimin yiiksek olmasi Soxhlet
ekstraksiyon tekniginin en onemli ozelligidir. Ayrica, kaynama balonuna uygulanan
1siin, bir miktarinin ekstraksiyon hazinesine ulasmasi nedeniyle sistem genellikle
yiiksek bir sicaklikta kalir. Numune siizge¢ kagidindan yapilmis bir kartusa konuldugu
icin ek olarak filitrasyona ihtiyag duyulmaz. Soxhlet ekstraksiyon yonteminde
kullanilan ekipmanlarin maliyeti diisiik oldugundan ucuz bir yontemdir. Soxhlet
ekstraksiyonun en son alternatifleri (mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritiksivi
ekstraksiyonu, vb.) g6z oniine alindiginda, bu yontemle daha fazla ekstrakt elde
edilebilir (Luque de Castro ve Garcia-Ayuso, 1998). Soxhlet ekstraksiyon metodunda
kolaylikla buharlasabilen ¢oziiciiler kullanildigindan dolayr hedef bilesen ile ¢oziicii

birbirinden kolaylikla ayrilmaktadirlar.

Bu teknigin dezavantajlari, ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziicli miktarinin fazla olmasi ve
ektraksiyonun siiresinin olduk¢a uzun olmasidir. Soxhlet ekstraksiyonunda fazla
miktarda ¢oziicii kullanilmas1 maliyeti arttirmakta ve ¢evreye onemli derecede zarar
vermektedir. Ayrica, numuneler ¢6ziicliniin kaynama noktasinda uzun siire ekstrakte
edilir ve bu da hedef bilesenlerin termal olarak bozunmasina sebep olur (Luque de
Castro ve Priego-Capote, 2010). Soxhlet ekstraksiyon yontemine dayali numuneyi
hazirlama asamasini igeren farkli birgok resmi yontem vardir (US EPA Method 8100,
1986; US EPA Method 3540, 1995; AOAC Method 963.15, 1990; British Standard, BS
4267, 1991; 1ISO 659-1988 (E), 1988).
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Giiniimiize kadar Soxhlet ekstraksiyonu ile bitkisel kaynaklardan fenolik maddelerin
ekstraksiyonu ile ilgili birgok g¢alisma yapilmigtir. Bu ¢aligmalara bakacak olursak;
Baydar ve arkadaslar1 (2004) yaptigi ¢alismada tiziimlerin (Vitis vinifera L.) bozuk
olmayan ve hastaliksiz meyvelerini se¢ip toplandiktan sonra tiim c¢ekirdekleri
meyvelerden elle ayirmiglardir. Daha sonra birbirinden ayrilan iiziim c¢ekirdekleri ve
meyvesini ayri ayrt nemi giderilene kadar 70 °C’de 72 saat kurutulduktan sonra bir

ogiitiicii ile ince toz haline getirmislerdir.

Toz haline getirilmis tiziim ¢ekirdegi tohumlarinin (100 g), yaginin uzaklastirmak igin
petrol eteri ile (6 saat boyunca 60 °C’de) Soxhlet ekstraktorii kullanarak ekstrakte
etmislerdir. Yag1 uzaklastirilmis tiziim ¢ekirdegi tozunu, bir Soxhlet ekstraktoriinde 8
saat boyunca 200 mL aseton: su: asetik asit (90: 9,5: 0,5) ¢6ziicti karisiminda 60 ° C'de
ekstrakte etmislerdir. Ayrica, farkli ¢oziicii kullanarak Soxhlet ekstraktoriinde 60 °C'de
8 saat boyunca 200 mL etil asetat: metanol: su karisimini (60:30:10) ¢6ziicti karigimi
kullanarak ekstrakt elde etmislerdir. Toz haline getirilmis ve yagi uzaklastirilmis
¢ekirdeksiz tiztim meyvelerini (100 g), bir Soxhlet cihazinda, 8 saat boyunca 200 mL
etil asetat: metanol: su (60:30:10) ¢6ziicli karisiminda 60 ° C'de ve mutlak etanol: su
(95: 5) ¢ozici karisiminda, 70 °C'de ekstrakte etmislerdir. Vakum altinda 70 °C'de
doner buharlastiric1 kullanilarak ¢6ziiciinlin uzaklastirilmasinin ardindan ham ekstraklar

elde etmislerdir.

Uziim ¢ekirdeklerinin Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak aseton:su:asetik asit
(90:9.5:0,5) karisim1 kullanildiginda ekstraksiyon verimi % 15,31 (a/a), Folin-Ciocalteu
kolorimetrik yontemi ile 667,87 mg GAE/g toplam fenolik madde miktar1 degeri elde
etmiglerdir. Coziicii olarak etil asetat: metanol: su (60:30:10) karisimi kullanildiginda
ekstraksiyon verimi % 16,21 (a/a), Folin-Ciocalteu kolorimetrik yontemi ile 667,87 mg
GAE/g toplam fenolik madde miktar1 degeri elde etmislerdir. Cekirdeksiz {iziim
meyvelerinin Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak etil asetat: metanol: su (60:30:10)
karigimi kullanildiginda ekstraksiyon verimi % 6,36 (a/a), Folin-Ciocalteu kolorimetrik

yontemi ile 45,44 mg GAE/g toplam fenolik madde miktar1 degeri elde etmislerdir.
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Coziicii olarak ve mutlak etanol: su (95:5) karisimini kullanildiginda ekstraksiyon
verimi % 7,11 (a/a), Folin-Ciocalteu kolorimetrik yontemi ile 29,55 mg GAE/g toplam

fenolik madde miktar1 degeri elde etmislerdir.

Alara ve arkadaslari (2018), Vernonia Cinerea yapraklarindan fenolik bilesiklerin
Soxhlet ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edilmesini incelemislerdir. Ekstraksiyon
stiresinin (1-4 saat), kati numune/¢éziici oran1 (1:10-1:25 g/mL) ve etanol
konsantrasyonunun (% 20-80 h/h) ekstrakt verimi, toplam fenolik igerigi {izerindeki
etkileri ve toplam flavonoid igerigini arastirmislardir. Ayrica, maksimum kosullarda
elde edilen ekstraktaki fenolik bilesikler ve fonksiyonel gruplar LC-Q-TOF-MS ve FT-
IR kullanilarak tanimlamislardir. Bununla birlikte elde edilen ekstraklarin antioksidan
aktivitelerini de incelemisglerdir. Deney sonuglari en yiiksek ekstrakt veriminin (% 10,01
+ 0,85 a/a), toplam fenolik igerigi (53,96 + 1,45 mg GAE/g dw) ve flavonoid igerigi
(30,09 + 0,44 mg QE/g dw) 2 saat ekstraksiyon siiresi, katt numune/¢oziicti orani 1:20

g/mL ve % 60 v/v etanol konsantrasyonu kullanilarak elde edildigini gostermistir.

2.5. 3. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UDE)

Ses dalgas: tiirleri, frekanslarina gére gruplandirilirlar. insan kulagi 20Hz ile 20 kHz
arasindaki frekanstaki sesleri duyabilmektedir. Ultrason 20 kHz’den biiyiik frekanslarda
olan ses dalgalaridir. Gida sanayinde gerceklestirilen ¢alismalarda kullanilan ultrason 20
kHz ile 1MHz frekans araligindadir. 1 MHz {izeri ultrason uygulamalar1 genellikle tip
ve medikal goriintiileme alaninda kullanilmaktadir (Chemat ve ark., 2008; Feng ve ark.,
2011). Ultrasonik destekli ekstraksiyon, ses dalgasi destekli ekstraksiyon olarak da
bilinir. Ultrasonik dalgalar1 sivinin i¢ine uygulandiginda bosluk (kavitasyon) olusumu
gergeklesir. Olusan bu bosluklar sivi ortaminda ¢ok sayida kiiciik kabarciklar meydana
getirir ve katilara uygulandiginda kiiciik parcalarin  kopmasina neden olur

(Chandrasekaran ve ark., 2003).
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Ultrasonik dalgalarin bir sivi ¢oziiciide olusturmus oldugu bosluklar veya kabarciklar
ilk defa olustuktan sonra basing kritik degerin altina diiser. Basingta salinim sonucu
sikigma aninda en yiiksek degere ulastiginda olusan bosluklarinin bir¢ogunun
¢okmesiyle yiiksek bir enerji agiga ¢ikarak sok dalgalar1 ve mikro- jetler meydana gelir
(Neduzhii, 1962; Lauterborn ve Ohl, 1997). Sok dalgalarimin ve mikro jetlerin
olugmasiyla ekstraksiyon aninda hiicre ¢eperleri pargalanarak, dokuda var olan hedef
maddelerin rahatlikla ekstrakte edilmesi saglanabilir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon
sirasinda ¢oziicliye ekstrakte edilebilir maddelerin gegmesi etkin bir sekilde gergeklesir
(Vinatoru, 2001). Ultrasonik destekli ekstraksiyon istenilen biyoaktif bilesiklerin elde
edilmesinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Numunelere uygulanan ultrasonik
dalgalarin etkisiyle ekstraksiyon verimi, hiicre ¢eperinin pargalanmasi, pargacik
boyutunun kii¢iilmesi ve meydana gelen kavitasyon kabarciklarinin olusturdugu kiitle

aktarimi ile iligkilidir (Paniwnyk ve ark. 2001).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon numunelere 1si1l islem uygulanmadan, disik
sicakliklarda uygulama sagladigindan sicaklikla bozunan bilesiklerin ekstrakte
edilmesinde kullanilan 6nemli bir yontemdir. Ayrica ultrasonik destekli ekstraksiyon
etkili, giivenli, ekstraksiyonda hiicrelerin pargalanmasinda yararlanilan ve yliksek
verimde ekstrakt iiretimi igin kullanilan bir gida isleme yontemidir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemi, geleneksel ekstraksiyon yontemine gore daha diisiik maliyetli,
ekstraksiyon sisteminin kolaylikla hazirlandigi ve ekstraksiyon veriminin yiiksek
oldugu alternatif yontemlerden biridir. Bu yontemin en 6nemli avantajlarindan biri kati
ile sivi yilizey arasindaki temast artirmaktir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon
gerceklesirken yardimci bir kimyasal gerektirmemekte ve hedeflenen bilesiklerin
yapisinda herhangi bir degisiklik olugsmamaktadir. Ayrica geleneksel ekstraksiyon
tekniklerine gore daha az miktarda ¢oziici kullanilmaktadir (Wang ve Weller, 2006;
Gonzalez-Centeno ve ark., 2015). Ultrasonun ekstraksiyon ¢oziiciisiine uygulanmast ile
¢oziiciide mekanik bir etki olusarak ¢oziiciiniin numuneye daha iyi niifus etmesi ve
hedef bilesiklerin katt numuneden yiiksek verimle ekstrakte olmasi saglanir (Vinatoru,

2001; Rostagno ve ark., 2003).
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Ultrasonik destekli ekstraksiyon gerceklesirken ultrasonik dalgalarin homojen bir
sekilde dagilabilmesi i¢in uygun kosularda ekstraksiyon sistemi hazirlanmalidir.
Ekstraksiyonda kati miktarin fazla olmasi verimi diisiirmektedir. Olusan ultrasonik
dalgalarin ekstraksiyon aninda sabit kalmasimni Onlemek ve ekstraksiyon verimini

artirmak i¢in ekstraksiyon sistemi karistirtlmalidir (Vinatoru ve ark., 1999).

Ultrasonik destekli ekstraksiyonultrasonik banyo ve 6zel tiretilmis prop kullanilarak iki
tir sistemle gergeklestirilmektedir (Rostagno ve ark., 2003). Ultrasonik banyo ile
gerceklestirilen ekstraksiyonda Ornek ile ¢oziiciiniin konuldugu kap ultrasonikses
dalgalarinin enerjisinin bir kismini tutugu icin ekstraksiyon verimi azalir. Ozel iiretilmis
proplu sistemlerde ultrasonik ses dalgalar1 6rnek ile ¢oziicli dogrudan etkilesim halinde
oldugundan ekstraksiyon veriminde herhangi bir diisiis olusmamaktadir (Chowdhury ve
Viraraghavan, 2009). Ultrasonik destekli ekstraksiyonu kullanilarak bitkilerden elde
edilen fenolik bilesikler ile ilgili cok sayida calisma gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalarin

bir kismina bakacak olursak;

Melguizo Melguizo ve arkadaslar1 (2014), Artemisia vulgaris yapraklarinda farkli
¢oziicli kullanarak maserasyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon uygulamasi
yapmislardir. Toplam fenolik igerigi ve ekstraksiyon verimi agisindan en iyi sonuglarin
metanol ¢oziiciisiinde 8 ardisik ultrasonik destekli ekstraksiyonundan ( 7920 ng GAE/g
kuru bitki ) olustugunu belirlemislerdir. Daha sonra belirlenen bu ekstraktin antioksidan
bilesiklerini karakterize etmek i¢in elektrosprey iyonizasyon dort kutuplu ugus siiresi
kiitle spektrometresi ile birlestirilmis yiiksek performansli sivi  kromatografisi
kullanarak fenolik bilesiklerin yami sira, klorojenik asit tiirevleri veya flavonoidler
olarak toplam 22 bilesik tanimlamis ve klorojenik asit tlirevlerinin en bol oldugunu
tespit etmislerdir. Artemisia vulgaris ekstraktinin in vitro antioksidan kapasitelerini
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) yontemiyle EC50 degerinin 16,0 £ 0,6 (ug
extract/ml) ve ORAC (oxygenradical-absorban cecapacity) yontemiyle 5700 + 400

umoltrolox esdegeri/g ekstrakt olarak tespit etmislerdir.

45



Corbin ve arkadaslar1 (2015), keten tohumu fenolik bilesiklerinin ultrasonik destekli
ekstraksiyonunu incelenmistir. Bu yontemde ogiitiilmiis keten tohumunda bulunan
fenolik bilesenlerinin ultrasonik destekli ekstraksiyonu esnasinda miisilaj olusumunda
(sisme ve lapa haline gelme) 6nemli derecede azalma oldugunu belirlemislerdir. Keten
tohumundan fenolik bilesenlerin ultrasonik destekli ekstraksiyonunda en uygun kosullar
alkali hidrolizi i¢in 0,2 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilavesi ile 25 °C’de, 30 kHz
frekansta, 60 dakikada gerceklestirmislerdir. Uygun kosullar altinda ultrasonik destekli
ekstraksiyonu diger uygulanan ekstraksiyon yoOntemlerine gore en yiiksek fenolik

bilesenlerin saglandigini belirlemislerdir.

Goltz ve arkadaslar1 (2018), Macela (Ashyrocline satureioides), Giiney Amerika kokenli
bir bitki olup, potansiyel antioksidan aktivitesine sahip oldugundan incelemislerdir. Bu
calismada, Macela’nin biyoaktif bilesiklerinin ultrasonik destekli ekstraksiyon
kosullarinin optimizasyonu i¢in ¢alismislardir. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda
kullanilan ¢dziiciilerin 6n analizler ile karsilastirma yapilarak % 50 (h/h) aseton ve % 70
(h/h) etanol oldugunu belirlemiglerdir. Ekstraksiyonlarda ultrasonik destekli
ekstraksiyon uygulamasi, geleneksel ekstraksiyona kiyasla toplam fenolik bilesiklerin
miktarini 6,1 kat ve antioksidan aktiviteyi 3,4 kat arttigini tespit etmislerdir. Ultrasonik
destekli ekstraksiyonda 25 °C'de maksimum toplam fenolik bilesiklerin i¢eriginin yani
sira en yiksek DPPH, ABTS ve FRAP antioksidan aktivitelerini gosterdigini
belirlemislerdir. Bu sicaklik dikkate alindiginda, 1:40 (w/v) ¢Oziinen: ¢oziicii orant,
zamandan bagimsiz olarak (10, 50 veya 90 dakika) en iyi ekstraksiyon kosulunu
sundugunu tespit etmislerdir. UPLC analizlerinde Ultrasonik destekli ekstraksiyonun %
50 (h/h) aseton ve % 70 (h/h) etanol ekstraktlarinda en yiiksek miktarda bulunan
biyoaktif bilesik quercetin oldugunu ve ardindan kaempferol ve rutin oldugunu

gostermislerdir.

Bouaoudia Madi ve arkadaslar1 (2019), ultrasonik destekli ekstraksiyonu kullanarak
fenolik bilesiklerin siyah mersin (Myrtus communis L.) meyve kabugu ekstraksiyonunu

optimize etmek igin yanit yiizey metodolojisi (Response surface methodology, RSM)
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kullanmiglardir. Sonuglari, mikrodalga destekli ekstraksiyonve geleneksel ¢oziicii
ekstraksiyon metotlari ile karsilagtirmiglardir. Ultrasonik destekli ekstraksiyonu ile elde
edilen optimize edilmis ckstraktdaki bilesenler ultra yiiksek performansh sivi
kromatografisi diyot dizisi dedektor ile birlestirilmis elektrosprey iyonizasyon kiitle
spektrometrisi (UHPLC-DAD-ESI-MS") ile tanimlanmustir.

Toplam fenolik bilesiklerin verimi RSM modeli tarafindan belirlenen optimal parametre
kosullarina gore, etanol konsantrasyonunu % 70 (h/h), siiresini 7,5 dakika, ¢oziicii-kat1
oranin1 % 30 olarak tespit etmislerdir. Toplam fenolik bilesiklerin deneysel verimi
(241,66+12,77 mg gallik asit esdegeri/g kuru agirlik), 6ngoriilen degeri (235,52+9,9 mg
gallik asit esdegeri/g kuru agirlik) dogrulayarak model gegerliligini de dogruladiginm
gostermislerdir. Optimize edilmis kosullar altinda Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve geleneksel ¢oziicli ekstraksiyon metotlarina goére
daha ¢ok mirisetin glikozitleri iceren antioksidanlarin ¢ikarilmasinda daha etkili

oldugunu bulmuslardir.

2.5.4. Hizlandirilms Coziicii Ekstraksiyonu (Accelerated Solvent Extraction, ASE)

Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu yeni ekstraksiyon tekniklerinden biri olarak
giinimiizde  kullanilmaktadir.  Basingli  ¢oziicii  ekstraksiyonu  olarak  da
adlandirilmaktadir. Genelde kati orneklerdeki hedef bilesenleri ekstrakte etmek igin
kullanilan bir tekniktir. Ornege yiiksek basing uygulayarak geleneksel ¢oziiciilerin
ekstraksiyon esnasinda daha yiiksek sicakliklara ¢ikmasina olanak saglayan kapali bir
sistemdir. Ortamin basincinin yiikseltilmesi ¢oziicliniin kaynama noktasindan daha
yiiksek sicakliklarda bile sivi halde olmasina olanak saglar. Hizlandirilmis ¢oziicii
ekstraksiyonunda uygulanan sicaklik estraksiyon verimini ve segiciligini etkileyen
onemli bir etkendir. Ekstraksiyon aninda 6rnege uygulanan yiiksek sicaklik Ornekte
bulunan molekiillerin arasinda bulunan Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bag: ve
dipol ¢ekimi gibi molekiiller arasi etkilesimlerin bozulmasina neden oldugundan

ekstraksiyon verimini ylikseltmektedir (Richter ve ark., 1996).
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Hizlandirilmis ¢oziicti ekstraksiyon tekniginde 2-20 dakikada 3-20 MPa basing ve 40-
200 °C sicaklik kosullarina dayanikli kapali bir sistem ile drneklerin ekstraksiyonu
kolay bir sekilde gergeklestirilebilmektedir (Ju ve Howard, 2003). Isinin 6rnek- hedef
bilesen matriksine uygulanmasiyla benzer yapidaki molekiiller arasinda bulunan
kohezyon kuvvetlerinin ve farkli yapidaki molekiiller arasinda bulunan adhezyon
kuvvetlerinin ortadan kalkmasina neden olur. Bu kuvvetlerin ortadan kalkmasiyla geri
birakma (desorpsiyon) gerceklesirken gerekli aktivasyon enerjisi azalir. Ornek—hedef
bilesen matriksinin ekstrasiyonunda ¢oziiciiye uygulanan yiiksek sicaklik matriksin ve
¢Oziinenin yiizey gerilimini azaltarak ornegin kolaylikla 1slanmasina neden olur.
Cozeltinin ylizey gerilimindeki azalma, ¢oziicii kavitesinin daha kolay olugmasina ve
bundan dolay1 hedef bilesenlerin ¢oziiciiye daha hizli gegmesine olanak saglamaktadir

(Mockel,ve ark., 1987).

Bu o6zelliginden dolayr hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu geleneksel ekstraksiyon
tekniklerine gore zaman tasarrufu, ¢oziicii tiikketimi, ekstraksiyon verimi ve
tekrarlanabilirlik agisindan istiinliikler sunmaktadir (Kaufmann ve Christen, 2002).
Hizlandirilmis ¢6ziicli ekstraksiyonunda 6rnek miktari, 6rnek yapisi (organik bilesim, su
igerigi, tanecik boyutu ve heterojenlik), 6rnek 6n hazirlama islemleri (kurutma, dgtitme
gibi), ¢oziicii tiirii, ¢oziicli miktar1, ¢oziicii akis hizi, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon
stiresi ve ekstraksiyon dongii sayisi ekstraksyon verimine etki eden énemli faktorlerdir.
Hizlandirilmis ¢6ziici ekstraksiyonunda incelenen 6rnegin yapisina gore ekstraksiyon
parametreleri belirlenerek 6nem kazanmakta ve bunun yaninda en 6nemli parametreler
¢Oziicii tiirii ile ekstraksiyon sicakligi 6n plana ¢ikmaktadir (Bjorklund ve ark., 1999;
Carabias Martinez ve ark., 2005). Hizlandirilmis ¢oziicti ekstraksiyon tekniginde yiiksek
sicaklik ve yiiksek basing her zaman yiiksek verimle sonuglanmaz. Ornekteki hedef

bilesenlerin bozulmasina neden olabilir (Bjorklund ve ark., 1999).

Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziictiniin kritik sicakligini ve kritik
basincinm1  ge¢meyecek durumda yiiksek sicaklik ve yiiksek basing uygulayarak

ekstraksiyon yapildigindan dolay basingl sicak ¢oziicii ekstraksiyonu, subkritik ¢oziicii
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ekstraksiyonu, siiper 1sitilmig ¢oziicii ekstraksiyonu ve basingh ¢oziicli ekstraksiyonu

gibi farkli isimlerle de anilmaktadir (Luque de Castro ve Priego Capote, 2012).

Hizlandirilmig ¢6ziicii  ekstraksiyonunda suyayiiksek basing ve yiiksek sicaklik
uygulanmas1 ¢dzme 0Ozelligini ve ekstraksiyon etkinligini arttirmaktadir. Bu teknikte
genellikle ¢oziicii olarak suyun tercih edilmesi ucuz olmasi, dogaya zarar vermemesi ve
toksik olmamas1 gibi avantajlar sunmaktadir (Benthin ve ark., 1999). Hizlandirilmis
coziicii ekstraksiyon tekniginde ¢oziicii olarak su kullanildiginda ekstraksiyon teknikleri
subkritik su ekstraksiyonu, sicak su ekstraksiyonu, basingli sicak su ekstraksiyonu,
yiiksek sicaklikta su ekstraksiyonu, siiper 1sitilmis su ekstraksiyonu gibi isimler
almaktadir (Ju ve Howard, 2003).

Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyon tekniginde su veya organik ¢oziicli kullanarak statik
ve dinamik kosullarda gerceklestirilmesinin yani sira her ikisinin bir kombinasyonu
halinde de ekstraksiyon gerceklestirilebilinir. Statik kosullarda kapali bir kapta yiiksek
bir basing ve / veya yiiksek sicaklikta ekstraksiyon gerceklestirilebilir. Dinamik
kosullarda ¢oziicii 6rnegin i¢inden gegirilerek gergeklestirilir. Genelde ekstraksiyon
gelismis sistemli cihaz ile gergeklestirilir. Hizlandirilmis ¢oziicti ekstraksiyon sistemi
¢Oziicii deposu, yiiksek basingli pompa ve basing altinda tutan sistem, ekstraksiyon
hiicresi, firmn, ¢esitli vanalar, azot gaz1 ve ekstrakt toplama kabindan olusur (Sekil 2.16)

(Camel, 2001; Luque de Castro ve Priego Capote, 2012).
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Sekil 2.16: Hizlandirilmis ¢6ziicti ekstraksiyon sisteminin cihaz semasi (Richter ve ark.,
1996).

Son zamanlarda Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu ile bitkisel kaynaklardan fenolik
maddelerin ekstraksiyonu ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Barros ve arkadaslari
2013, sorgum kepeginden yiiksek basing ve sicaklik kosullart altinda farkli ¢oziiciiler
kullanarak fenolik bilesiklerin ektrakte edilebilirligini degerlendirmislerdir. Siyah ve
tanen sorgum kepegindeki polifenoller 60, 120 ve 150 °C'de hizlandirilmig ¢oziicii
ekstraksiyonunu (ASE) kullanarak ekstrakte etmislerdir.

Siyah sorgumun % 50 ve % 70 etanol/su (h/h) ¢6ziictileri kullanarak 120 ve 150 °C'de
hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonundan elde edilen sonuglar, % 70 aseton/su (h/h) ve
% 1 HCI iceren metanol ¢oziiciisii kullanarak geleneksel ekstraksiyondan elde edilen
ekstraktlardan % 12 daha fazla antioksidan (628 mmol TE/g) tespit etmislerdir. Bununla
birlikte benzer miktarda fenollik iceriklerin (45 mg GAE/Q) ekstrakte edilmesinde etkili
oldugunu belirlemislerdir. Yiiksek basing ve sicaklik, tanen sorgumdaki fenollerin ve
antioksidanlarin ekstraksiyonu, siyah sorgumdaki ekstraksiyonunu kadar etkili
olmadigimi gozlemlemislerdir. Bu durum, iki 6rnek arasindaki tane yapisindan ve

fenolik profildeki farkliliklar nedeniyle olabilecegini belirtmislerdir.
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Kanmaz 2014, yaptig1 caligmada, keten tohumu (flaxseed (Linum usitatissimum L.)) unu
cubuklart icindeki fenolik bilesikleri, hizlandirilmis ¢oziicli ekstraktorii kullanarak
subkritik su ekstraksiyonu ile ekstre etmistir. Bu amagla keten tohumu unu
¢ubuklarindan SDG (secoisolariciresinol diglucoside) lignan, toplam fenolik ve toplam
flavonoidlerin subkritik su ekstraksiyonu ile sicaklik (160, 170 ve 180 °C) ve
ekstraksiyon siiresi (5, 15, 30 ve 60 dakika) arasindaki etkilesimleri incelemistir.
Subkritik su ekstrelerinde SDG lignanin en yiiksek ekstraksiyon verimi (% 77,01) 60
dakika boyunca 160 °C'de oldugunu belirlemistir. Bununla birlikte, 15 dakika
ekstrasiyon siiresi i¢in 170 °C'de % 70, 67 ve 180 °C'de % 72,57 ekstraksiyon verimleri
takip etmistir. Yiiksek miktarlarda SDG lignanini 15 dakika boyunca 170 °C'de 12,60
mg/g kuru agirlik ve 180 °C'de 12,94 mg/g kuru agirlik olarak elde etmistir. Toplam
fenolik madde igin en yiiksek ekstraksiyon verimi 180 °C'de 15 dakika boyunca %
70,82 ve 30 dakika boyunca % 71,05 olarak belirlemistir ve bu verimler arasinda 6nemli
Olgiide bir fark olmadigini belirlemistir. Toplam fenoliklerin en yiliksek miktar1 180
°C'de 30 dakika boyunca subkritik su ekstraklarinda 1081,88 + 5,15mg ferrulik asit/100
g kuru agirlik olarak tespit edilmistir. Toplam flavonoidlerin en yiiksek ekstraksiyon
verimi 180 °C'de 15 dakika boyunca oldugu belirlenmistir. Toplam flavonoidlerin en
yiiksek miktari, 30 dakika boyunca 180 °C'de 96,79 + 5,83 mg luteolin/100 g olarak

belirlemistir.

Toubane ve arkadaslar1 2017, Cezayirde yetisen Carthamus Caeruleus L. bitkisinin
koklerinin hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu (ASE) kullanarak dogal bilesiklerin
ekstraksiyon optimizasyonunu gerceklestirmislerdir. Optimizasyon calismasi ii¢ farh
¢oziicii kullanilarak (etanol, metanol ve heksan) ve 40-50 ‘C sicaklik araliginda, statik
ekstraksiyon siiresi 30-50 dakika arahiginda ve dongii sayist 1-5 araliginda olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Her ¢oziicli i¢in maksimum ekstraksiyon verimi optimum
ASE kosullar1 tahmin edilerek, bitki gozeneklerinin sekilleri c¢oziiciilerden
etkilestirmeden Once ve ¢oziiciilerden etkilestirdikten sonra ekstraksiyon elektron
mikroskobu (SEM) ile taranarak belirlemislerdir. Ekstraktlarin fitokimyasal analizi, gaz
kromatografisine bagli kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile degerlendirmislerdir.

Ekstraktlarin toplam fenolik bilesenlerini ve toplam antioksidan aktivite tayinini 2,2-
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difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal temizleme yontemi ile tespit etmislerdir.
En yiiksek toplam fenolik bilesen miktar1 etanol eksraklarinda 190,98 mg gallik asit
esdegeri/g kuru agirlik olarak ve en yiiksek antioksidan etki, ¢oziicii olarak etanol
kullanildiginda EC50 degeri 1,51 mg/ml olarak belirlemislerdir.

2.6. QUENCHER Metodu

Klasik ol¢lim metotlar1 ile toplam antioksidan aktivite belirlenirken biiyiik 6l¢iide su,
organik ¢oziici ve belirli oranlarda su-organik ¢o6ziicii karisimi ile elde edilen
ekstraktlar kullanilir. Fakat, ekstraksiyonu yapilacak 6rnegin icerisinde var olan biitiin
antioksidanlari, kompleks halde bulunan karbonhidratlar1 ve ilgili olan tiim bilesenleri
ekstrakte edebilecek etkinlikte bir ¢oziicii bulunmamaktadir (Bravo ve ark., 1994).
Genel olarak ABTS (Miller ve ark., 1993; Re ve ark., 1999), DPPH (Brand-Williams ve
ark., 1995), ORAC (Cao ve ark., 1993), FRAP (Benzie ve Strain, 1996), CUPRAC
(Apak ve ark., 2004) gibi antioksidan aktivite belirleme yontemlerinde sivi ¢oziiciide
¢oziinebilen antioksidan bilesenler ile sivi ¢ozeltide hazirlanmig radikallerin

tepkimesinden aktivite belirlenebilmektedir.

Bitkiler ve ozelliklede tahil tiirii lifli bitkilerden antioksidan aktivite belirleme
calismalarinda kullanilan bir¢ok ¢dziicii ve ¢oziicli karisimlarinin yetersiz olmasindan
dolayr bazi serbest ve bagli antioksidan guruplarin ekstraksiyonu tam olarak
yapilamadigindan antioksidan aktivite tam olarak belirlenememektedir (Pérez-Jiménez
ve Saura-Calixto, 2005). Bitkisel kaynaklarda serbest halde ve bagl yapida bulunan
antioksidan Ozellik gosteren maddelerin ekstrakte edilebilmesi i¢in bazi kimyasallar
veya enzimler kullanilmakta bu durum dogal yapiya zarar verdiginden dolay1 kullanilan
metodun uygun bir sekilde c¢alismasini engellemektedir (Pérez Jiménez ve Saura
Calixto, 2005). Bitkilerden ekstrakte edilemeyen bagli durumda kalan Onemli
miktardaki  antioksidan  yapilar, yapilan antioksidan analizleri sonucunda

belirlenememektedir. Fakat, bagli durumda kalan antioksidan bilesenler viicuda
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alindiginda sindirim enzimleri ve bagirsak florasinin etkisiyle bagli oldugu yerden

koparak yiiksek derecede biyolojik etkiler gostermektedir (Pérez Jiménez ve ark., 2008).

Kati orneklerin yiizeyinde bagli formda bulunan ¢6ziinmeyen antioksidan aktivite
gosteren bilesenlerin antioksidan aktivitelerinin daha kolay bir sekilde belirlenmesi
amaciyla yeni bir prosediir gelistirilmistir (Serpen ve ark., 2007). Kat1 gidalarda
bulunan ¢oziinmeyen fonksiyonel gruplarin antioksidan aktivite gostermeleri olasi bir
durumdur. Bu fonksiyonel gruplarin ¢6ziicli igerisinde serbest radikalleri siipiirmesi
farkli iki yiizey arasinda (kati-s1vi) gergeklesen tepkime ile agiklanabilir bu durum Sekil
2.17° de goriilmektedir (Serpen ve ark., 2007).
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Sekil 2.17: Dogrudan QUENCHER prosediiriiniin temel adimlar1 ve radikal molekiilleri
ile kat1 partikiiliin ylizeyine bagl antioksidan bilesenler arasindaki ylizey etkilesiminin
sematik gosterimi (Gokmen ve ark., 2009; Serpen ve ark., 2007).
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Kat1 oOrneklerde c¢oziinmeyerek bagli yapida kalan antioksidan ozellik gosteren
bilesenlerin antioksidan kapasitelerinin belirlenebilmesi, kat1 gidalarda hem ¢oziinebilen
hem de ¢oziinemeyen antioksidanlarin toplam antioksidan aktivitelerinin dogrudan

olgiilebilecegi diislincesini giindeme getirmistir (Serpen ve ark., 2008a).

Bitkilerin yapisinda serbest halde bulunan antioksidan bilesiklerin uygun kosullarda
ekstraksiyonu saglandiktan sonra bagli yapida bulunan antioksidan bilesikler ig¢in de
hidroliz islemi yapilmasi gerekmektedir. Bu durum islem sayisini artirdigindan dolayi
analiz siiresi ve zorluk derecesi artirmakta ve ayrica ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonu gibi faktorlerden dolayr analiz icin Onemli bir dezavantaj
olusturmaktadir. Bu olumsuzluklardan dolay1 Gokmen ve arkadaslar1 (2009), tarafindan
gelistirilen kat1 6rneklerin antioksidan kapasitesini belirlerken ekstraksiyon ve hidroliz
islemleri yapmadan literatiirde var olan antioksidan kapasite tayin yontemlerinin
dogrudan uygulanmasini 6ngoren islem olan (hizli (QUick), kolay (Easy), yeni (New),
ucuz (CHEap) ve tekrarlanabilir (Reproducible) “QUENCHER” metodu 6n plana
cikmaktadir (Gokmen ve ark. 2009).

QUENCHER metodu ekstraksiyon islemi yapilmadan kati 6rnek ile radikal ¢ozeltisinin
dogrudan etkilestirilmesiyle gergeklestirilir. Kati ornekte ¢Oziiniir yapida bulunan
serbest haldeki antioksidan bilesenlerin aktivitesi ¢ozeltide bulunan radikaller ile sivi-
siv1 etkilesim gerceklesirken, ¢ozlinmeyen bagli yapidaki antioksidan bilesenlerin kati-
sivi ara yiizeyinde gerceklesen ylizey reaksiyonuna bagl olarak antioksidan aktivite
gostermektedir (Serpen ve ark., 2007). QUENCER yo6ntemi tahil tiriinlerine, kuruyemis
irlinlerine, meyve ve sebze gibi birgok 6rnege basariyla uygulanmistir (Serpen ve ark.,

2008a; Serpen ve ark., 2008b; Agar ve ark., 2009; Serpen ve Gokmen, 2009).

QUENCHER metodunun, lifli ve tahilli bitkilere uygulanan geleneksel ekstraksiyon
tekniklerine gore daha yiiksek sonuclar verdigi veya bazi durumlarda da yaklasik

antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir. Bu yontemin daha giivenilir ve daha
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hassas bir antioksidan aktivite degeri vermesinin yaninda uzun zaman alan ekstraksiyon
islemlerinin olmayisi, geleneksel yontemlere gore ¢ok daha hizli olmasi en onemli
avantajlanidir. Lifli gidalarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan
oldukca basarili ve kullanishh bir yontemdir. Ayrica, yiiksek sicaklikta kati gidalara
yapilan islemler i¢in de geleneksel yontemlerle karsilagtirildiginda ¢ok daha iyi sonuglar

elde edilmistir (Gokmen ve ark., 2009).

QUENCHER metodu ile ekstraksiyon islemi yapmadan c¢oziinen ve ¢dziinmeyen
bilesenleri dogrudan antioksidan kapasite Ol¢iimiinden daha gergek¢i sonuglar elde
edilmektedir. Lifli gidalarda bulunan ¢oziinmeyen yapidaki bagli énemli miktardaki
antioksidan bilesenlerin belirlenmesi lifli yapida olan gidalarin yapisal 6nemine yeni bir

bakis agis1 getirmistir (Vitaglione ve ark., 2008).

Serpen ve ark. (2008a), tahillarin antioksidan kapasitesinin dogrudan 6l¢iimii i¢in basit
ve hizli bir prosediir gelistirilmislerdir. Analizi yapilacak 6rnegin 6giitiilmesi, (ABTS)
radikaliyle karistirilmasi, Santrifiijlenmesi ve absorbansin Olglilmesi gibi islem
basamaklar1 gergeklestirilmelidir. Bu dogrultuda iki farkli islem uygulamislardir.
Birinci uygulama toplam antioksidan kapasitenin etanol: su (1:1 v/v) ¢ozeltisinde
hazirlanan ABTS radikali kullanilarak 6rnek ile dogrudan etkilesimi ile belirlenmesi ve
ikinci uygulama Ornegin kati—sivi ekstraksiyon ve sonrasinda kimyasal/enzimatik
hidroliz islemlerinin uygulanmasindan sonra ABTS radikalinin uygulandig islemdir.
Dogrudan uygulanan islem ile tahillarda bagli halde bulunan fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitelerini karsilastirmada geleneksel yontem ve alkali hidrolizi
islemlerine gore daha yiiksek toplam antioksidan kapasite elde etmislerdir. En yiiksek
toplam antioksidan kapasitesinin dogrudan etkilesim prosediiriiyle esmer bugdayda
(93,6£1,6 mmol TE/kg) oldugunu belirlemislerdir.

Gokmen ve arkadaglar1 (2009), tarafindan gidalarin ekstraksiyon isleminden sonra bagh

antioksidanlarin belirlenmesi i¢in kimyasal hidroliz islemine ihtiyag duyulmasi ve
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bircok islemin gerceklesmesi sonucu antioksidan kapasitenin tam anlamiyla
belirlenememesinden dolayt QUENCHER yaklasimi gelistirilmistir. Yapilan ¢alismada
kat1 gidalarda toplam antioksidan kapasitenin dogrudan 6l¢iimii i¢in kati numuneler ve
serbest radikaller ile dogrudan toplam antioksidan kapasite analizi gergeklestirmislerdir.
Yaptiklart ¢alismada bugday, yulaf, cavdar, piring, arpa, esmer bugday ve misir
tahillarinin toplam antioksidan kapasiteleri QUENCHER yontemi uygulanmis ve ayrica
bu orneklere geleneksel ekstraksiyon islemi gergeklestirdikten sonra hidroliz islemi
uygulanarak ekstraksiyon islemi uygulamislardir. QUENCHER yontemi ile belirlenen
antioksidan kapasiteninen yiiksek degere ulastigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
ekstraksiyon yontemleri kiyaslandiginda etanol/su (h/h) karisimi ile yapilan
ekstraksiyon sonucu belirlenen antioksidan kapasite degerleri metanol ile yapilan
ekstraksiyon sonucu antioksidan kapasite degerlerinden daha yiiksek oldugu

belirlemiglerdir.

Serpen ve ark. (2012b), yaptiklar1 bir ¢alismada bugday, piring, ¢avdar, bakliyat, meyve,
sebze ve findik Ornekleri ABTS ve DPPH radikallerinin 0:100; 25:75; 50:50; 75:25;
100:0 oranlarinda hazirlanan su:etanol karisimlarinda dogrudan QUENCHER
prosediiriinii kullanarak antioksidan kapasitelerini incelemislerdir. Antioksidan kapasite
su:etanol karigiminda etanol:su oranmin 50:50 oldugunda 6nemli derecede arttigi, saf
etanol kullanildiginda en diisiik deger oldugunu belirlemislerdir. Bu sonuglar, su-etanol
karisimimin (50:50, v/v) QUENCHER prosediirii ile test edilen gidalarin toplam
antioksidan kapasite veritabanini standartlastirmak i¢in en uygun ¢oziicii olabilecegini
gostermislerdir. Su ihtiyacinin, radikallerin gida matrikslerinin fonksiyonel uglarma
daha iyi erismesini saglayan yapiy1 agma kabiliyetinden kaynaklandigini bildirmislerdir.
Ayrica FRAP yonteminide bu Orneklere uygulamislardir. FRAP testinde kullanilan
¢oziici su oldugundan, klasik prosediirii dogrudan QUENCHER prosediiriine
uyarlamak ic¢in ¢oziicii degistirme islemi uygulamamistirlar. QUENCHER- FRAP
prosediirii ile yapilan ¢alismada ¢ilegin 224,3 + 5,9 mmol Troloks/kg kuru agirlik
degerinde en yiiksek ferrik indirgeyici antioksidan giiciine sahip oldugunu belirlemis ve

sirastyla badem, mercimek, 1spanak, elma, Antep fistig1, findik, fasulye, ¢avdar, piring
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takip etmis bugdayn ise en diisiik deger olarak 5,0 — 0,7 mmol Troloks/kg kuru agirlik

degerini belirlemisglerdir.

Tufan ve ark. (2013 ), bu gelismelerle beraber tahil 6rneklerinin toplam antioksidan
kapasitelerinin dogrudan belirlenebilmesi i¢cin “QUENCHER” prosediiriini CUPRAC
yontemine tepkime siiresi ve c¢oziicli se¢imi gibi parametreleri optimize ederek
uyarlamis ve ¢oziicii etanol:su (1:1, v/v) kullanilarak yapilan ekstraksiyon islemiyle
daha yiiksek toplam antioksidan kapasite degerlerinin elde edildigini belirlemislerdir.
QUENCHER-CUPRAC yontemi olarak adlandirilan bu yontem ¢esitli gida drneklerine
basariyla uygulamislardir. Calismada bugday, yulaf, cavdar, piring, arpa, esmer bugday
ve musir gibi tahil 6rneklerinin toplam antioksidan kapasiteleri geleneksel ekstraksiyon
ve hidroliz islemleriyle toplam antioksidan kapasite degerlerini belirlemislerdir. Ayrica
QUENCHER-CUPRAC yontemi ile elde edilen toplam antioksidan kapasite degerleri
literatiirde bulunan QUENCHER-ABTS, QUENCHER-DPPH prosediirlerinden elde
edilen toplam antioksidan kapasite degerleri mmol troloks esdegeri (TE)/kgcinsinden
hesaplanarak sonuglar karsilastirilmistir. Tahil Orneklerinin QUENCHER-CUPRAC
yontemi ile belirlenen toplam antioksidan kapasite degerleri (mmol TE/kg) sirasiyla;
bugday ruseymi (40,22 + 1,86) >arpa (26,35 = 0,61) > cavdar (16,21 £ 0,25) > sorgum
(13,55 + 0,55) > bugday (13,44 = 0,46) > yulaf (10,46 = 0,23) olarak bulunmustur.
QUENCHER-CUPRAC yontemi ile diger QUENCHER-ABTS, QUENCHER-DPPH
prosediirlerine ve geleneksel ekstraksiyon ve hidroliz islemlerine gore daha yiiksek

toplam antioksidan kapasite degerleri elde etmiglerdir.

Celik ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada gidalarda ¢oziinmeyen bagli antioksidan
ozellik gosteren bilesenlerin rejenerasyon potansiyelini incelemislerdir. Caligsma,
besinsel lif ve antioksidanlarca zengin c¢esitli gidalar kullanilarak in vitro kosullarda
gerceklestirmiglerdir.  Gidalarda  ¢6ziinen yapilarin  uygun  ekstraksiyon ile
uzaklastirllmasindan sonra, c¢oziinmeyerek bagli olarak kalan yapilarin antioksidan
kapasiteleri QUENCHER prosediiriiyle ABTS™ ve DPPH' radikallerinin ¢ozeltilerini

kullanarak belirlemislerdir. Olgiimden sonra, ¢dziinmeyen kalintidaki fazla radikalleri
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uzaklagtirmak i¢in yikama islemi gergeklestirilmis ve lif {izerindeki sOnlimlenmis
antioksidan yapilar1 tekrar rejenerasyon i¢in saf antioksidan ¢ozeltisi veya antioksidan
bakimindan zengin bir igecek ile etkilestirilerek antioksidan kapasitesi tekrar

belirlenmistir. Ikinci ve iigiincii rejenerasyon basamaklari da ayrica gerceklestirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda lifli gidalarda bagli antioksidanlarin sivi ¢ézeltide bulunan
antioksidan bilesikler ile ii¢ defa yiiksek derecede rejenere olabilecegini gostermislerdir.
Rejenerasyon verimliliginin, ¢dziinmeyen gida matrisi ve rejenerasyon ajaninin
ozelligine bagli olarak % 21,5 ile % 154,3 arasinda degistigi belirlemislerdir. incelenen
gida Ornekleri arasinda, tahil iiriinlerinin biraz daha yiiksek rejenerasyon verimliligine
sahip oldugu, buna karsin antioksidan bakimindan zengin igeceklerin rejenerasyon
ajanlar1 olarak saf antioksidanlardan daha etkili oldugu belirlemislerdir. Bugday kepegi
referans ¢ozlilmeyen malzeme olarak alindiginda, igeceklerin yenilenme yetenekleri

asagidaki sirayla yesil gay>espresso kahve> siyah cay> hazir kahve> portakal suyu>

kirmiz1 sarap olarak belirlemislerdir.

Elde edilen bulgular 1s18inda gidalarda ¢ozlinmeyerek bagli halde bulunan
antioksidanlarin fizyolojik 6nemine dikkat ¢ekmislerdir. Bu sonuglar, gastrointestinal
kanaldaki ¢oziinmeyen gida maddesine bagli antioksidanlarin olas1 fizyolojik iliskisine
dikkat ¢cekmistir. Sindirim siirecinde gastrointestinal kanalda bulunan bu antioksidanlar
serbest radikallere kars1 etki gosterebilecegini ve ayni zamanda alinan &giinlerde
bulunan diger antioksidan bilesikler tarafindan rejenere edilebilecegini ortaya

koymuslardir.

Henrion ve ark. (2018), QUENCHER yonteminin, endiistriyel agidan oldukca alakali
goriinen in vitro antioksidan kapasiteyi 6lgen, zamandan ve maliyetten tasarruf saglayan
bir ekstraksiyon igermeyen prosediir oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte
calismada, ornegin 6giitiilmesi ve kiitlenin 6l¢limii gibi kritik noktalar1 ele almislardir.

ABTS hacminin sabit tutulup Ornek kiitlesinin artirilmasiyla troloks esdegeri
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antioksidan (TEAC) kapasite degerlerinin % 50’ye kadarlik bir oranda azaldiginm
belirlenmislerdir. Tavsiye edilenden daha yiiksek ABTS radikal konsantrasyonunda
calisildiginda, TEAC degerlerini % 30 arttirdig1 tespit etmislerdir. Kepek bakimindan
zengin Orneklerin yapilan 0Ogiitme c¢esitlerinden sadece kriyo Ogiitmenin tanecik
boyutlarmin &nerilen aralia uygun oldugunu belirlemislerdir. Orneklerde boyut
kiigiiltmenin yapilmasi TEAC degerlerini % 90'a kadar arttirdigini tespit etmislerdir.
Ultrafine jet-6giitmenin etkisi, kriyo-6giitmeye gore sistematik olarak TEAC degerlerini
etkilememistir. Onerilen model yaklasimi, QUENCHER yaklasiminin en iyi
avantajlarindan faydalanmay1 saglamislardir ve bu yontemin endiistriyel uygulamalar

icin ideal oldugunu gostermislerdir.

2.7. Bitkilerde Olusan Bilesenlerin Analizinde Kullanilan Onemli Analitik
Teknikler

Bitkilerde olusan bilesenlerin incelenmesi ile elde edilen bilgiler, bircok hastaligin
tedavisinde bu bilesenlerin nasil kullanilabilecegine yonelik arastirmalarin 6nemli bir
bolimiini olusturmaktadir. Cok biiyiik bir dogal bilesik kaynagi olan dogal bitkilerden
ilac etken maddesi olarak kullanilabilme potansiyeline sahipbir¢cok molekiil elde
edilebilir (Huang ve ark. 2004; McChesney ve ark. 2007). Bu tiirden ¢aligmalarda klinik
caligmalarin gilivenilir ve tekrarlanabilir olmasi, calisilan bilesenin farmakolojik olarak
yararli yada zararli olduguna karar verililebilmesi ve daha kaliteli sonuglar elde
edilebilmesi i¢in bitkilerde bulunan tiim biyoaktif bilesenlerin analiz edilerek
belirlenmesi 6nem arzetnektedir. Bitkilerden cesitli ekstraksiyon yontemleriyle elde
edilen ekstraktlarin karmasik yapiya ve farli igeriklere sahip olmasi bitkilerin kimyasal
bilesimlerinin tespitinde kullanilan ayirma ve belirleme yontemi i¢in birgok zorluk

olusturmaktadir (Marston ve Hostettmann 2009).

Kromatografik aywrmalar, genellikle kompleks haldeki karigimlarda bulunan ve
birbirinden ayrilmalari zor olan benzer yapidaki molekiillerin ayrilmasina olanak

saglayan ¢esitli yontemler grubudur. Kromatografide ayrim gergeklestirilirken numune
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gaz, sivi veya siiperkritik akigkan hareketli fazlarin birinde ¢oziiliir ve uygun sabit bir
fazla etkilestirmek tlizere hareket ettirilir. Hareketli faz ve sabit faz se¢imi numunede
bulunan farkl tiirdeki bilesenlerin, bu fazlar arasinda kendiliginden ayrilacaklar1 sekilde
belirlenir. Sabit faz ile ayrimi1 yapilan numunenin iginde bulunan bilesenler giiglii bir
etkilesim olusturdugunda hareketli fazin akisi ile bu bilesenler yavas bir sekilde
birbirinden ayrilirlar. Fakat sabit faz ile bu bilesenler arasindaki etkilesim zayif olur ise
hareketli fazda tutunan bilesikler hizli hareket ederler. Fazlar arasinda ayrimi yapilan
bilesenler, hizlarindaki farkiliklarinsonucunda kalitatif ve kantitatif olarak analizi

gerceklestirilebilen bantlara ayrilirlar (Skoog ve ark., 1998).

Kromatografide kullanilan hareketli faz, tiiriine gore ti¢ ana kisimda degerlendirilebilir.

1. Gaz kromatografisi.(GC): hareketli fazin gaz oldugu kromatografi.

2. Sivi kromatografisi (LC): hareketli fazin s1v1 oldugu kromtografi.

3. Siiperkritik akiskan kromatografisi (SFC): hereketli fazin kritik sicakligin
istlinde bir sicaklikta basing uygulanarak sivi hale gelen gazlar ile

gerceklestirilen kromatografi (Skoog ve ark., 1998; Giindiiz, 2001).

Kromatografik ayirma yontemleri farklisekillerde simiflandirilabilir. Kromatografik
yontemler esas olarak sabit faz diizlemsel bir yiizeye tutturulmus ise “diizlemsel”, kolon
icinde tutturulmus ise “kolon” olarak iki baghk altinda incelenir. Ayrica
mekanizmalarma gore de, adsorpsiyon kromatografisi, dagilma (paylasim)
kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi, boyut eleme (jel filtrasyon)

kromatografisi gibi farkli siniflara da ayrilabilir (Skoog ve ark., 1998; Giindiiz, 2001).
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2.7.1. Gaz Kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi (GC) bitkilerdeki ugucu ve 1siya dayanikli organik bilesiklerin
ayrilmasinda ve analizinde yaygin olarak kullanilan bir analitik ayirma yontemidir.
Analiz edilmek istenen gaz halindeki analitlerin, kat1 destege tutturulmusg sabit faz ile
hareketli faz arasinda, uguculuk farklarindan dolay: farkli hizlarda ilerlemesiyle ayirma
islemi gercgeklesir. Kat1 destek iizerine kaplanmis sabit faz hareketsiz faz olarak
tanimlanirken, ayrimi yapilan madde ile etkilesime girmeyen hareketli faz ise tasiyici
gaz olarak tanimlanir. Analit, lizeri sabit fazla kaplanmis kat1 destek faz ile doldurulmus
farkli uzunluklarda bir cam veya metal kolondan gecirilerek farkli alikonma stirelerinde

ulastig1, analize uygun birdedektor sistemikullanilarak tespit edilir (Ersen ve ark., 2001;

Esen, 2005).

Tiim kromatogragrafi tiirlerinde oldugu gibi gaz kromatografisinde de ayrimi yapilacak
hedef bilesenler ile hareketli faz arasinda herhangi bir etkilesim meydana
gelmemektedir. Gaz kromatografisinde genellikle hareketli faz olarak He, Ar ve N gibi
tepkimeye girme istegi olmayan asal gazlar kullanilir ve kolon igerisinde bulunan
bilesenleri ileriye dogru tasir. Kolonun icerisinde gaz halinde bulunan bilesenler
ucuculuklarindan dolay1 farkli hizlarda ilerleyerek farkli zamanlarda dedektore ulasirlar.
Bitkilerde ugucu (esansiyel) yaglarin bilesimi genellikle gaz kromatografisi yontemi ile
belirlenmektedir. Bununla birlikte yag asitleri gibi ucucu olmayan bir¢ok molekiilde
tirevlendirme  islemi  gerceklestirilerek  ugucu  hale  getirilip  analizleri
gerceklestirilmektedir (Yilmaz, 2015). Sekil 2.18’de gaz kromatografi cihazinin sematik

gosterimi verilmistir.

61



He. M2, Hz

Tastyica Gaz == | Akss Duzenleyici
xl,f FID, ECD MS vb.
Ornek > Omek giris Dedektar
blogu 1
Kolon E—-—-
firimy Veri kavit ve
gorintileme

Sekil 2.18: Gaz kromatografi cihazinin sematik gosterimi.

Modern bir gaz kromatografisinde gaz halinde bir mobil faz kaynagi, bir enjeksiyon
blogu, sabit fazi bulunduran bir ayirma kolonu, bir dedektor ve veri kayit sisteminden
olugmaktadir. Gaz kromatografisinde, ugucu numuneyi gaz haline getirecek olan ve
stirekli 1s1tilan bir bloga enjeksiyon gergeklestirilir. Gaz halinde bulunan bilesenler sabit
faz1 bulunduran uzun kapiler bir kolon igerisinden He, Ar ve N, gibi bir hareketli faz
tarafindan siiriiklenir ve ayrilan analitler dedektore ulasir ve veri kayit sistemine kayit

edilir.

Gaz kromatografisinde, analiz edilecek ornekler kati, sivi ve gaz halinde olabilir. Kati
ornekler 6zel olarak hazirlanmis sicak bir headspace linitesinde gaz haline gelebilen
bilesenlerin analizi gerceklestirilirken, sivi drneklerde ise enjeksiyon blogunda bulunan
sicak bir hiicrede gaz haline getirilerek analizler gergeklestirilir. Gaz haline gelen
ornekteki bilesenler kolonda bulunan sabit faz ile arasinda olusan farkli etkilesimlere
gore tasiyict gaz ile birlikte farkli hizlarda ilerlediklerinden dolay:r farkli zamanlarda
dedektore ulasirlar. Gaz halindeki bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz arasinda
gerceklesen etkilesimde c¢oziiniirliik, baglanma, adsorplama, molekiiler boyut gibi
parametreler 6nemli olmaktadir (Tutang, 2009). Gaz kromatografisi (GC) cihazi 4 ana

kisimdan olusur; enjeksiyon, kolon, kolon firin1 ve dedektor kisimlaridir.
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Gaz kromatografisinde, analiz edilecek 6rnekler kati, sivi ve gaz halinde olabilir. Kati
ornekler 6zel olarak hazirlanmis sicak bir headspace iinitesinde gaz haline gelebilen
bilesenlerin analizi agisindan isleme tabi tutulurken, sivi 6rneklerenjeksiyon blogunda
bulunan sicak bir hiicrede gazlastirilarak analizler gergeklestirilir. Gaz halindeki
bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz arasinda gergeklesen etkilesimlerinde ¢ozliniirliik,
baglanma, adsorplama, molekiiler boyut gibi parametreler etkili olmaktadir (Tutang,
2009). Gaz kromatografisi cihaz1 4 ana kisimdan olusur. Bunlar; enjeksiyon, kolon,

kolon firimi ve dedektor kisimlaridir.

Gaz kromatografisinde cihaza numune enjekte edilirken enjeksiyon sistemi igin iki
duruma dikkat edilmelidir. Gergeklestirilen enjeksiyon analiz esnasinda kolonda bant
genislemesine yol agmamali ve numunede bulunan hedef bilesenler kolonda herhangi
bir kalitatif ve kantitatif degisim ugramadan ilerlemelidir. Hedef bilesiklerin analizi igin
degisik tiirlerde enjektorler bulunmaktadir. Kullanilan enjektorler evrensel ve segici
olarak iki tiire ayrilir. Evrensel enjektorler direkt, split-spletless, soguk-kolon iistii ve

sicaklik programli olarak cesitlere ayrilirlar (Sandra, 2004; Akyiiz, 2007).

Enjeksiyon sisteminde en ¢ok split-splitless enjeksiyon tipikullanilmaktadir. Gaz
kromatografisinde kapiler kolon kullanildiginda numune miktarinin az olmasi
gerekmektedir. Bant genislemesini Onlediginden dolay1 splitenjeksiyon tipi yaygin
olarak kullanilmaktadir. Enjeksiyonda kullanilan iki enjeksiyon valfi yardimi ile
buharlasma kisminda tasiyict gaz ve gaz haline gecen numune ile tasiyict gaz
karisiminin akis1 ayarlanir. Enjeksiyon blogunda sicakligi 200-320 °C’ye kadar 1sitilan
6-12 cm uzunlugunda 3-4 mm capinda cam veya kuartz i¢inde cam pamuklu veya cam
pamuksuz tiip ( liner) kullanilmaktadir. Split (belirli oranda bélme) modunda enjeksiyon
yapilan numune kolona gonderilmeden once belirlenen miktar1 boliinerek sistemden
disar1 atilir ve kalan kisim kapiler kolonda ayrima ugrayarak analiz gerceklestirilir. Bu
durum, bazen duyarliligin diisiik olmasina yol acabilir. Bu nedenle duyarlilig1 arttirmak
adina, ayn1 numune i¢in analiz tekrardan splitless (bolmeden) modu kullanilarak yapilir

ve numunenin tamaminin kolona goénderilmesi saglanir.
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Gaz kromatografisinde ayrimlar i¢in dolgulu kolonlar ve agik boru veya kapiler kolonlar
olarak iki tiir kolon kullanilmaktadir. Dolgulu kolonlar genelde cam veya metalden
yapilmis olup, i¢ ¢aplar1 1-10 mm, uzunluklar1 2-20 m arasindadegisir. Kapiler kolonlar,
i¢ ¢aplar1 0,2-0,5 mm, boylar1 10-100 m ve ya daha fazla uzunlukta, i¢ g¢eperleri 1
mikrometre kalinliga kadar 6zel polimer filmlerle kaplanmis kolonlardir. Kolonlar
katlanmis veya bir ruloya sarilarak kolon firmina sigacak boyutlara getirilmistir(Y1ilmaz,

2015).

Gaz kromatografisinde yaygin olarak kapiler kolonlar kullanilmaktadir. Kapiler
kolonlarin genelinde igerisindeki metal ylizey erimis silika ve 350 °C sicakliga
dayanabilmesi icin poliimid polimerik ince film ile kaplanmaktadir. Bu polimer film
kaplamanin ince olmasi bilesenlerin ayrimini artirir ve alikonma siiresini kisaltir. Destek
kapli kolonlarin kaplama malzemesinden dolay1 ylizey alani artmakta ve analitlerin
ayrimi ¢eper ¢apli kolonlara gére daha iyi gergeklesmektedir. Gaz kromatografisinde
ayrilacak analitlerin yapisina gore kolonlarda bulunan sabit faz se¢imi gergeklestirilir.
Daha i1yi bir ayrim icin apolar bilesenler apolarkolonlarda, polar bilesenler polar
kolonlarda kullanilmaktadir (McNair ve Miller, 2009). Numunedeki bilesenlerin daha
etkili ve hizli bir sekilde ayrimin1 gergeklestirmek icin kolon sicakligi hizli bir sekilde
artip azalabilen bir firin igine yerlestirilir. Kolon firmimnin sicakligr arttikga kolonda
ilerleyen bilesenlerden kaynama noktasi kii¢lik olanlar yliksek olanlara gore daha erken
kolonu terk ederler. Bu nedenle sicaklik bilesenleri birbirinden ayirmak igin kullanilan
faktorlerden birisidir (Akyiiz, 2007).

Dedektorlerin en onemli gorevi kolonda ayrilan analitlerin tespitini yapmasi ve
bunlardan elde edilen sinyali kayit ediciye iletmesidir. Elde edilen sinyal ile analitin
miktar1 dogru orantili olarak artmaktadir. Kullanilacak olan dedektdriin duyarliligi,
dinamik araligi ve seciciligi en Onemli oOzellikleridir (Akyliz, 2007). Gaz
kromatografisinde, gerceklestirilen analizin tiirline gore dedektor secimi yapilir.
Kullanilan her bir dedektdr amacina uygun farkli bir secici 6zellik sunmaktadir. Gaz

kromatografisindealev iyonlastirma (FID), 1s1l iletkenlik (TCD), kiitle spektrometre
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(MS), elektron yakalama (ECD), Azot-fosfor, alev fotometrik (FPD), foto-iyonizasyon
(PID) ve Hall elektrolitik iletkenlik dedektorleriyaygin olarak kullaniimaktadir.
Bitkilerde {iretilen ve depolanmis sekilde bulunan sekondermetabolitlerinkalitatif ve
kantitatif olarak belirlenmesinde genelde kiitle spektrometre (MS) ve alev iyonlastirma
(FID) dedektorleri kullanilmaktadir. Ugucu (esansiyel) yaglarin analizinde GC-MS, yag
asitleri analizinde GC-FID ve GC-MS cihazlar1 yaygin olarak kullanilir (Yilmaz,
2015).

2.7.2. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek-performansl sivi kromatografisi (HPLC) genelde biyolojik, farmakolojik, gida,
gibi bir¢ok Ornegin uygun bir ¢oziiciide ¢oziinmesiyle elde edilen ekstraktlarinbilesen
icerik analizi i¢in hareketsiz ve siki gozenekli bir faz iceren kolon iginden, yiiksek
basing iireten bir pompadan gonderilen hareketli faz yardimiyla gecirilmesi suretiyle
uygulanir. Hareketli faz ile birlikte ilerleyen numunedeki farkl: bilesenler kolon i¢inde
bulunan sabit ve gozenekli faza kars1 farkli fizikokimyasal etkilesim gosterdigi igin
ilgilerifarklidir ve bundan dolayr kolonda farkli hizlarda ilerleyerek birbirlerinden
ayrilirlar. Kolonun ¢ikisina gergeklestirilen analizin amacina uygun bir dedektor
yerlestirilerek farkli zamanlarda kolondan ayrilan bilesikler gelis sirasina gore tespit
edilerek bir kaydedicide kaydedilir (Skoog ve ark., 1998). Yiiksek performansli sivi
kromatografi sisteminin onemli kisimlari hareketli faz depolari, pompa sistemi,
enjeksiyon (6rnek yiikleme), analitik kolon ve kolon firini, dedektor(ler), kaydedici, atik
deposu sistemi seklinde siralanabilir. HPLC’nin sematik gosterimi Sekil 2.19’da

verilmistir.
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Sekil 2.19: HPLC cihaz1 akis semasi (Skoog ve ark., 1998).

HPLC’de ayrim, tek ¢oziicli (izokratik) veya birden fazla ¢oziicli karisiminin degisen
oranlarda (gradiyent) sabit bir hiz ile kolondan gegirilmesi ile gerg¢eklesir. Ayrimlarda
seciciligi arttirtmak icin ¢oziicli degisimi ve gesitli yardimer ¢oziiciiler eklenerek en
uygun sartlar olusturulmaya calisilir. Sistem, hareketli faz depolari, iletim hatti, kolon
ve dedektor gibi kisimlarda meydana gelebilecek hareketli fazda ¢6ziinmiis gazlarin
olusturdugu hava kabarciklarin1 onleyen degazer sistemi ile donatilmistir. Mobil faz

hattinda gazin olmasi sistemin igleyisini ve mevcut durumu bozar. (Skoog ve ark.,

1998).

HPLC’de kullanilan pompa, hareketli fazin yiiksek basing ve sabit hizda akisini saglar,
kromatografik ayrimlarin daha iyi olmasi i¢in birden fazla hareketli fazin degisik
oranlarda karistirilmasi islemini de yapabilir. Hareketli fazin akis hizi, kolonun i¢
capmna ve kolonun i¢inde bulunan dolgu malzemesinin tanecik biiyiikliigline baghidir.
Eger kolon ¢ap1 ve tanecik boyutu kiigiik ise akis hizinin diisiik olmas1 gerekir. Modern
bir HPLC sisteminde 0,5-5 mL/dk akis hizi ve 400 bar basinca kadar ¢ikabilen
pompalar kullanilir (Skoog ve ark., 1998).
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HPLC sisteminde genelde enjeksiyon valfi kullanilarak numune verme islemi
gerceklestirilir. Kullanilan bu valfler sistemin akisini ¢ok fazla etkilemeden basing
altinda numunenin kolon igine gonderilmesini saglamaktadirlar. Enjeksiyon valfinin
kullanilmasi ile analizin hizli, tekrarlanabilir ve yiiksek basinglarda % 0,2’den az hata

ile yapilabilmesi saglanir (Skoog ve ark., 1999).

HPLC ile gerceklestirilen ayirmalar dagilma prensibine gore gergeklesir ve hareketli faz
ile sabit fazin sahip oldugu polarlik 6zelliklerine gore iki ana baslikta ele alinabilirler
(Skoog ve ark., 1998). HPLC’de teknik, sabit faz polar, hareketli faz apolar 6zellige
sahip ise normal faz (NP) kromatografisi, eger sabit faz apolar, hareketli faz polar
ozellige sahip ise ters faz (RP) kromatografisiolarak adlandirilir. NP kromatografisinde
silika jel gibi polarite derecesi yiiksek yapiya sahip olan maddeler sabit faz olarak,
apolar yapida olan hekzan gibi c¢oziicliler hareketli faz olarak kullanilir. NP
kromatografisinde kolona tutturulmus polar yapidaki dolgu maddesi ile etkilesime giren
orneklerin polaritesi arttik¢ca alikonma siireleri de artmaktadir. Bundan dolayi polaritesi
yiiksek olan bilesenler kolonu daha ge¢ terk ederler ve bu farktan dolayr molekiiller
birbirinden ayrilmis olur. RP kromatografisinde kolona tutturulmus sabit faz apolar
ozellige sahiptir, hareketli faz su, asetonitril, metanol gibi polar ¢oziiciilerdir. RP
kromatografisinde apolar molekiiller kolonda bulunan apolar sabit fazda daha fazla

tutunarak kolondan geg ¢ikarlar (Snyder ve ark., 2010).

Giintimiizde HPLC analizlerinde ¢ogunlukla RP kromatografisi kullanilmaktadir. RP
kromatografisinde sabit faz hareketli fazdan daha apolar oldugu i¢in en polar bilesikler
en erken kolonu terk ederler ve hareketli fazin polarlig: arttik¢a bilesiklerin sabit faza
tutunmast azalir. Numunede bulunan molekiillerin hidrofobik 6zelligi pH’a bagh
oldugundan formik asit, asetik asit ve trifloroasetik asit gibi asidik 6zellige sahip
maddeler hareketli faza eklenebilir. Hareketli faza asidik 6zellik kazandirilmasi analize
gore degismektedir fakat cogunlukla bilesenlerin ayrimlarinin daha iyi olmasini saglar
(Perrin and Dempsey, 1974; Snyder ve ark., 1997). Bitkilerde iiretilen biyoaktif
sekonder metabolitlerin gogunlugu polar yapili bilesikler oldugu i¢in C18 (n-oktadesil)
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dolgulu RP kolonlar1 kullanilarak ayrilmalari yaygin bir uygulamadir. Hareketli fazda
ise hafif asidik o6zellige sahip asetonitril ve metanol sulu ¢ozeltileri kullanilarak ayrim

gergeklestirilir ( Yilmaz, 2015).

HPLC’de kullanilan kolonlarin igerisinde bulunan, genelde 3-5 pm boyutundaki
partikiiller, apolar fonksiyonel gruplarin modifiye edilmesi ile elde edilirler. Analizlerde
farkli boyutlarda kolonlar kullanilabilmektedir. Gliniimiizde genelde 10-30 cm boyunda,
3-5 mm i¢ ¢apli, 3-5 um tanecik boyutunda sabit faz ile doldurulmus, bir¢ok ¢alisma
icin uygun ayrimui yeterli siirelerde gergeklestirebilen kolonlar kullanilmaktadir (Akyiiz,
2007). Gilintimiizde ultra yiiksek performansh sivi kromatografisi (UHPLC) tekniginin
gelismesiyle sivi kromatografisinde onemli gelismeler meydana gelmistir. UHPLC
tekniginde 2 um ve daha kiigiik boyuttaki taneciklerin kolon dolgu maddesi olarak
kullanilmast ve 1300 bar basinca kadar cikabilen pompa sisteminin kullanilmasiyla
analizler daha kisa siirede, yiiksek pik etkinliZi ve ayrim derecesinde

gerceklestirilmektedir (Zotou, 2012).

HPLC analizlerinde c¢alisma amacma uygun ultraviole/goriinlir bolge dedektorii
(Ultraviolet/Visible dedector-UV/VIS) dedektor, diyot serli dedektor (diod-array
dedector, DAD), kiitle spektrometre (MS), floresan dedektor, refraktif indeks dedektorii
(RID), elektrik iletkenlik dedektorii, elektrokimyasal dedektér ve buharlastirmali 151k
sacilimlidedektdr (ELSD) gibi dedektdrler yaygin olarak kullanilmaktadir (Skoog ve
ark. 2007). Son zamanlarda HPLC ile yapilan ¢alismalarin ¢ogunda bitkilerde bulunan
fitokimyasallarin kalitatif ve kantitatif analizlerde UV/VIS, DAD ve MS dedektorleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. HPLC, bilesiklerde bulunan fenolik bilesiklerin
analizinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Fenolik bilesiklerin analizinde C18
gibi RP ozellige sahip kolon yaygin bir sekle kullanilmaktadir. Bitkilerde bulunan
fenolik asitlerin tespiti c¢ogunlukla UV-Vis dedektérii ve DAD dedektorler ile
gergeklestirilmektedir ( Naczk ve Shahidi, 2004).
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Numunede bulunan bilesenler kolondan ¢iktiktan sonra UV/VIS 1ginin1 gegirebilen bir
stvi akis hiicresinden gegirilirler. Numune akis hiicresinden belirli dalga boyundaki
UV/VIS isinlan gegirilir. Akis hiicresinden gegen analitler iginde bulunan ve bu dalga
boyunda absorbans yapabilen maddeler tespit edilmis olur. Belirlenen dalga boyundaki
UV/VIS 1s1n1, akis hiicresinden gecen analitin yapisini degistirmez. Sabit ve ¢coklu dalga
boyu dlgebilen iki tiir dedektdr bulunmaktadir. Sabit dalga boyu dedektorii belirlenen
dalga boyunun disinda calistirilmazken, ¢oklu dalga boyu dedektorii dar bir dalga boyu
araliginda calistirilabilir. Coklu dalga boyu dedektorii birden ¢ok dalga boyunda
absorbans degerlerini belirleyerek daha esnek bir calisma avantaji saglamasina karsin

hassasiyeti sabit dalga boylu dedektore gore daha diistiktiir.

HPLC analizinde hareketli faz ile beraber kolonda gerceklesen eliisyonlarda bulunan
bilesikler UV/VIS dalga boyundaki 15181 absoplayabilir. Bu durumdan dolayr bu
dedektorler yaygin olarak kullanilabilmektedir. UV/VIS spektroskopisi kullanilarak bir
maddenin molekiil yapist tam olarak bir aydinlatilamamaktadir. Molekiil yapinin
belirlenebilmesi i¢in bilesigin fregmantasyonlariin ve belirli verilerin olmasi gerekir.
Belirli smiftaki molekiillerin  kendilerine has spesifik absorpsiyon bantlari
bulunmaktadir. Bu nedenle UV/VIS spektroskopisi bilesiklerde bulunan fonksiyonel
gruplarin varligi hakkinda bilgi verir. Gergeklestirilen kromatografik ayrimlarin
ardindan bilesigin molekiiler yapisint tam olarak aydinlatmak i¢in yapinin
fragamantasyonlarin belirlenmesinde kiitle spektroskopisi teknikleri kullanilir (Yilmaz,
2015).

2.7.3. Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

Dogal veya sentetik organik, biyoorganik ve organometelik bilesiklerin yap1
aydinlatilmasinda ve dogrulanmasinda, ayrica farmakoloji, gida, adli tip, cevre
calismalarinda  kalitatif ve kantitatif analizlerin gergeklestirilmesinde  kiitle

spektrometresi (MS) yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. MS dedektorler numunelerde
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var olan bilesenlerin tespitinde, bilinmeyen bilesiklerin yap1 tayininde ve molekiil
kiitlesinin tayininde sik¢a kullanilan bir tekniktir (Watson ve Sparkman 2007; Chiu ve

Muddiman 2008).

Sivi kromatografisi (LC) ile yapilan ¢alismalarda analizin tespitinin MS dedektor ile
yapilmasi en uygun analitik segeneklerdendir. Kolonda birbirinden ayrilan bilesenlerin
MS dedektorde iyon haline doniistiiriilerek molekiil kiitleleri belirlenebilir (McMaster,
2005). LC-MS sistemi, sivi kromatografisi, iyon kaynagi, iyon optikleri, vakum
pompalari, kiitle analizorii, dedektor, verilerin toplandigi ve kontroliin saglandigi

yazilim birimi ve bilgisayardan olusur (Sekil 2.20).

LC MSs

Hareketli fazlar

| ' Vakum cikigi

Turbo pompa
l?ﬁ pompa N> /T\ /
|| - /—]< ‘L [ At 1 £ Dedektdr -w
4 '/_lS‘/ (:/-y—~\—(ES|,APC|‘ Analizor ‘ l:: *I
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T HPLC iyonlagma Kiitle el
! — 1 _ kolon araylizi  Spektrometresi WVen/kontrol
U: swremar [T INjector (MS) bilgisayan
Dedektor
Gradient <
kontral

Sekil 2.20: Temel bir LC / MS sistemi sematik gosterimi (McMaster, 2005 ).

Analitlerin  kiitlelerinin  belirlenmesinde MS yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kromatografik ayrim sonrasi inert bir gaz yardimi ile piiskiirtiilen numunenin elektron
bombardimani sonucu igerigindeki bilesiklerin elektron kaybetmesiyle pozitif yiikli
iyonlar, elektron yakalamas: ile de negatif yiiklii iyonlar olusur. Bu yiiklii iyonlar zit
yiikli levhalardan gecirilirken belirli hiza ulastirilip bir manyetik alana gonderilir.
Manyetik alanda dairesel olarak ilerleyen iyonlar m/z (m: kiitle ve z: yiik) oranina gore

ilerlerler. Iyonlarm m/z oram kiigiik olanlar daha kiiciik caplidairesel alanda, biiyiik
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olanlar daha biiyilk capli dairesel alanda yol alirlar. Bu durumdan yararlanilarak
farklim/z olan iyonlar birbirinden belirgin sekilde ayrilirlar. Bu yolun sonunda bir
dedektore carparak elektrik sinyali olustururlar. Boylece hem iyonlar birbirinden ayrilir
hem de miktarlar1 ile dogru orantili olarak dedektore ulasan iyon sayisi kadar elektrik

sinyali olusup, iyonlarin bolluk miktar belirlenir (Temel, 2019).

2.7.3.1. LC-MS Iyonlasma Kaynag

LC kismindan mobil fazla birlikte ayrilarak gelen mollekiiller bir iyon kaynaginda iyon
haline doniisiirler. MS i¢in uygulama amacia gore ¢esitli iyonlagtirma yontemleri
mevcuttur. Iyonlasma igin iki 6nemli durum vardir. Bunlarm birincisi iyonlasan
molekiillerin fizikokimyasal 6zellikleri digeri ise iyonlagma siiresince verilen iyonlagma
enerjisidir. Iyonlasma kaynaklari, giiclii ve yumusak iyonlastirma teknikleri olarak iki
ana baslikta degerlendirilir. Giiclii iyonlastirma teknikleri molekiillerin yogun
par¢alanmasina neden olur. Yumusak iyonlagtirma teknikleri ise daha sade bir sekilde
molekiiler tiirlerin iyonlarin1 olusturmaktadir. Elektron iyonlastirma ve kimyasal
iyonlagtirma  teknikleri sadece gaz fazindaki molekiillerin  iyonlasmasinda
kullanilmaktadir. Bu tekniklerin iyonlasmada kullanilabilmesi i¢in  analizi
gerceklestirilecek molekiillerin ugucu ve yiiksek 1sida karali olmasi gereklidir (Hoffman

ve Stroobant, 2007).

Iyonlastirma yontemleri kati ve sivi numunelere uygulama agisindan iki kisma ayrilir.
Sivi numunelerde analit hareketli faz ile beraber iyon kaynagina piskiirtiilerek
damlaciklar haline gelir, atmosferik basing altinda iyonlar olusarak diisiik basingli MS
analizoriine gonderilir. Elektrosprey iyonlasgtirma (ESI), atmosferik basingta kimyasal
iyonlagtirma (APCI) ve atmosferik basingta foto iyonlagtirma (APPI) sivi numunelerin
iyonlastirilmasinda yaygin olarak kullanilan tekniklerdir. Iyonlastirma asamasinda
hangi teknigin uygulanacagina, bilesiklerin polaritesi ve molekiil kiitlelerine bakilarak

karar verilir (Sekil 2.21) (Hoffman ve Stroobant, 2007 ).
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Sekil 2.21: Iyonlastirma yontemlerinin secimi (Tsoupras, 2005).

LC-MS cihazinda iyonlagtirma kaynaklar1 arasinda en yaygin olarak ESI teknigi
kullanilmaktadir. LC’den mobil fazla birlikte ayrilip gelen molekiiller, yiiksek voltaj
yikli ¢ok ince bir nano-sprey igneden atmosferik basing altinda piskiirtiilerek
damlaciklar halinde dagitilir. Nano-sprey igneye uygulanan yiiksek voltaj ile LC’den
gelen notr sivi haldeki analitler, bu ignenin ucunda c¢ok sayida negatif ve pozitif
iyonlarin bir arada oldugu oldugu bir koni (Taylor Cone) meydana getirirler. Bundan
dolayr piskiirtillen damlaciklar yiikli haldedir. MS giris kisminin etrafindan
puskiirtiilen sicak azot, gazi yilikli damlaciklarin buharlasarak kii¢lilmesini saglar.
Damlaciklar kiigiildik¢e “Rayleigh Limiti” olarak da bilinen yiizey gerilimi yiik
tutamayacak duruma gelir. Akabinde*“Kolomb Patlamasi” denilen bir olayla damlaciklar
parcalanip serbest halde yiiklii iyonlar meydana getirerek MS dedektére giderler (Sekil
2.23) (Chiu ve Muddimann 2008). ESI, iyonlagsma ara yiiziinde Kkararsiz
biyomolekiillerin analizinde kiiclik parcalanmalar olusturarak uygun hale getiren

yumusak i1yonizasyon teknigi olarak bilinir (Grob, 2015).
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Sekil 2.22: Elektrosprey iyonlastirma teknigi (Yilmaz, 2015).
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Sekil 2.23: Elektrosprey iyonlastirma teorisi semasi (Y1ilmaz, 2015).

LC-MS'de sik¢a uygulanan bir diger iyonizasyon teknigi, 50 ila 2000 pl/dak arasinda
tipik akis hizlarma sahip APCIiyonizasyon teknigidir. Bu teknikte LC kismindan
hareketli faz ile ayrilarak gelen analitler, bir azot gazi akisi ile desteklenen 1sitilmis bir
tiip igine piiskiirtiilerek nano damlaciklar olusturulur. Iyonizasyon, 1sitilmus tiipiin disina
cikan damlaciklarin elektrik yiiklii bir korona ignesi tarafindan uyarilmasi, bu sekilde

icerigindeki bilesiklerin carpigsmalarinin ve yiik transferininsaglanmasiyla olusturulur.
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Bu iyonlar sicak azot gazi ile ¢oziiclistinden tamamen uzaklastirilarak MS’e gonderilir

(Grob, 2015).

LC-MS ve LC-MS/MS analizlerinde hassasiyet iyonlagma ile dogrudan iliskilidir. APCI
teknigi kiiciik ve orta molekiil kiitleli apolar molekiillerin iyonlagsmasinda kullanilan
etkili bir yontemdir. ESI ise, polar molekiillerin genelinde ve orta dereceli apolar
molekiil kiitlesine sahip bilesiklerin iyonlastirilmasinda etkili bir iyonlagsma teknigidir.
ESI teknigi buharlagsmasi ve iyonlasmasi kolay olmayan biiylik molekiil kiitleli biyolojik
molekiillerin iyonlastirilmasinda oldukga etkili olarak kullanilan bir yontemdir. Bundan
dolay1, ESI teknigi LC MS/MS analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Grob,
2015).

APPI iyonizasyon yonteminde LC kismindan hareketli faz ile ayrilip gelen bilesikler bir
1s1tict yardimi ile gaz fazina doniistiiriiliir. Tyonlastirma i¢in gaz fazindaki bilesiklere
gonderilen UV lamba fotonlarmin enerjisi kullanilir. Diger yontemlerdeki gibi olusan
iyonlar sicak azot gazi ile tamamen ¢oziiciisiinden arindirildiktan sonraMS’e gonderilir

(Koyutiirk, 2019).

APPI iyonizasyon yonteminde LC kismindan hareketli faz ile ayrilip gelen bilesikler bir
wsitict yardimi ile gaz fazina déniistiiriiliir. Iyonlastirma i¢in UV 1511 {ireten lamba
yardimi ile olusan fotonlarn enerjisi gaz fazindaki bilesikleri iyonlastirir. Diger
yontemlerdeki gibi olusan iyonlar sicak azot gazi ile ¢0Oziiclinlin tamamen

uzaklastirildiktan sonra MS’e gonderilir (Koyutiirk, 2019 ).

Kat1 haldeki maddelerin analizinde matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon
(MALDI) iyonlastirma teknigi kullanilmaktadir. Ugucu olmayan analit kat1 veya viskoz
siv1 igerisinde cesitli 6rnek hazirlama teknikleri kullanilarak matris hazirlanir. Analiti
iceren bu matriks iyonlagma ara yiiziinde lazer kaynag: kullanarak yiiksek enerjili ile

uyarilir ve olusan iyonlar MS’e gonderilir (Hoffman ve Stroobant, 2007).
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2.7.3.2. LC-MS Kiitle analizorleri

MS’in en 6nemli kismi olan kiitle analizorleri, iyonlagma ara yiiziinde olusan iyonlarin
yiiksek vakumda hareket ederek m/z oranlarina gore ayriminin gerceklestigi ve
siralandigl kisimdir. Kiitle analizorleri analizin hassasiyetine gore farkli sekillerde
smiflandirilir. Kuadrupol (MS), ii¢lii kuadrupol (MS/MS), iyon tuzag: (Ion-trap, IT) ve
ugus zamanl (Time of Flight, TOF) gibi farkli m/z araligma uygun ve farkli
¢oziiniirliiklerdedegisik tipleri mevcuttur (McMaster, 2005).

Kuadrupol, dort paralel silindirik gubuktan olusan kiitle analizérii LC-MS sistemlerinde
yaygin sekilde kullanilir. Cubuklara karsilikli olacak sekilde ayni yiikte, komsu
cubuklarda zit yiikte olacak sekilde her bir gubuga dogru akim (DC) ve radyo frekansi
(RF) voltaj1 uygulanir. Kuadrupolde olusan elektrik ve manyetik alanda sadece istenilen
secilmis m/z oranina sahip iyonlarin olusturulan yolu dairesel bir sekilde izleyerek
dedektore ulagmalart saglanir ve diger iyonlar dedektore ulasamadan elenirler (Sekil

2.24) (Grob, 2015).

Kuadrupol silindir cubuklar Dedektor

Cikig araligi

lyonlar

Rezonansa ugramis ve dedektore
\ ulasarak belirlenen ivonlar

Rezonansa ugramayan
| sonimlenerek dedektore

ulagamayarak
belirlenemeyen iyonlar
A
DC ve RF voltajlar

iyon girig araligi

Sekil. 2.24: Bir kuadrupol kiitle analizoriiniin sematik diyagrami (Grob, 2015).

75



IT kiitle analizoriine gonderilen iyonlar bir tuzagin i¢inde elektrik alan yardimiyla
tutulurlar. Tuzakta tutulan iyonlar RF voltaji uygulanarak sira ile dedektdre gonderilir
veya istenilen iyonlar tuzagin icinde hapsedilip alternatif akim yardimi ile daha kiiclik
parcalara ayrilabilir. Bu parcalanma islemi siirekli olursa, IT analizérleri n sayida iyon
ayrim1 ve pargalanma islemi gerceklestirdiginde, bu durum MS" tipi deney olarak ifade
edilir. Cesitli sebeplerle iyon kaybina neden olabildiginden, kantitatif analizlerde

verimleri kuadrupol analizorlerden daha diisiiktiir (McMaster, 2005).

TOF kiitle analizorlerine gonderilen tim iyonlara aym1 anda ayni elektromanyetik
kuvvet uygulanarak iyonlar ugus tlipiinde hizlandirilir. Kiitlesi kiigiik iyonlar daha hizl
hareket edeceklerinden dedektore daha once ulasirlar. Bu durumdan yararlanarak m/z
orani ugus zamanmna gore belirlenir. TOF kiitle analizorleri genis bir kiitle araligina
uygun olusu, kiitle kesinligi ve hassasiyeti agisindan kuadrupol ve diger analizorlerden

daha iyi bir performans sergilemektedir (Yilmaz, 2015).

2.7.4. LC-MS/MS (Siv1 kromatografisi tandem Kiitle spektrometresi)

Siv1 kromatografisi ile tekli kuadrupol kiitle spektrometresi birlestirilerek calistirilan
LC-MS ve daha gelismis olan tiglii kuadrupol LC-MS/MS sistemleri birgok organik
bilesigin analizinde kullanildig: gibi, bitkilerde iiretilen sekonder metabolitlerin kalitatif
ve kantitatif analizlerinde de yaygin bir sekilde kullanilan yontemlerdendir. LC
kisminda analitik kolonda birbirinden ayrilan analitlerin, MS kisminda bir iyonlagma
bolgesinde iyonlasip olusturdugu ana iyonlarin (molekiiler iyon) belirlenmesiyle
bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizleri gerceklestirilir. Ancak, fitokimyasallarin
birgogu ayn1 molekiil kiitleli oldugundan LC-MS analizlerinde m/z oranlar1 da ayni
cikmaktadir. LC-MS yontemi ile molekiil kiitleleri ayn1 olan fitokimyasallarin bazi
durumlarda kromatografik olarak da birbirinden ayrilamadiklarinda tanimlanmalar1 ve
dogrulanmalar1 tam olarak gerceklestirilememektedir. Uclii kuadrupol LC-MS/MS
sistemleri tekli kuadrupol LC-MS sistemlerine gore daha gelismis sistemler oldugundan
molekiil kiitlesi ve kromatografik ayrimlarda alikonma zamani ayni olan molekiillerin
kalitatif ve Kkantitatif analizlerinin gergeklesmesini saglayarak bu sorunu ortadan
kaldirmaktadir (Vogeser ve Kirchhoff, 2011).
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LC-MS/MS sistemlerinde iki adet dort silindir ¢ubugun (kuadrupol) (Ql ve Q3)
carpisma hiicresi olarak kullanilan bir adet dort silindir ¢ubuk (kuadrupol) (Q2)
araciligiyla birbirine baglanmasi ile ‘tandem (dizili) kiitle analizorii’ olarak da
adlandirilan analizorler elde edilir (Sekil 2.25). Carpisma hiicresi olan Q2
(collisioncell), kuadrupol silindirik yapida dortld, altili, sekizli veya onikili ¢ubuklardan
olusabilir. Q2 kisminda iyonlarin ayrimi veya taramasi yapilmaz. Q2 ¢ubuklari arasinda
bulunan bosluktan kuadrupol yolundaki bosluga ucan iyonlara inertbir gaz (N2, He ve
Ar gibi) ve elektrik enerjisi uygulanarak pargalanmalar1 saglanir. Q2 kisminda
parcalanmanin istenilmedigi durumlarda iyonlart Ql’den Q3’e¢ iletme islemini

yapmaktadir (Hoffman ve Stroobant, 2007 ).
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Sekil 2.25: LC-MS ve LC-MS/MS cihazlarinin sematik gosterimi (McMaster, 2005).

LC-MS/MS sistemlerinde bulunan analizorlerde ana (parent) iyonun m/z oranlarinin
belirlenmesiyle birlikte ana iyona ait fragmentleri de belirlenebilir. Ana iyona ait
fragmentlerkalitatif analizler i¢in ¢ok iyi bir veri saglamakla beraber, bu fragmentler

kullanilarak yiiksek hassasiyette ve secicilikte kantitatif analiz de gergeklestirilebilir. Bu
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ozelligi ile LC-MS/MS Kkiitle analizorleri, hem yap1 hem de miktar analizinde kullanilan

onemli sistemlerdir (Hoffman ve Stroobant, 2007 ).

Uclii kuadrupol (MS/MS) kiitle analizérlerinde tam tarama (SCAN), secilmis iyon
goriintiileme (Selected lon Monitoring, SIM), se¢ilmis reaksiyon goriintiileme (selected
reaction monitoring, SRM) ve c¢oklu reaksiyon goriintileme (Multiple Reaction
Monitoring, MRM) gibi birgok tarama yontemleri mevcuttur (Grob, 2015). LC-MS/MS
cihazinda LC kisminda analitik kolondan hareketli faz ile birlikte ayrilip gelen sivi
haldeki hedef molekiiller bir nebulizer ile iyonlastirma kaynagina piskiirtiilerek
analitler iyonlastirilir ve bir kapiler boru yardimi ile Q1’e tasmir. Q1’de iyonlar m/z

oranina gore ayrilarak istenilmeyen iyonlar atilir.

Analizi yapilacak olan karekteristik ana (parent ) iyonlar filtreden ayrilarak tanimlanir.
Q1I’den gecen parent iyonlar silindirik yapidaki bir ¢carpisma hiicresi olan Q2’de yiiksek
saflikta inert bir gaz (N2, He ve Ar gibi) ile carpistirilir ve RF uygulanarak ikinci bir
parcalanmayla farkli kiitleli {iriin (product) iyonlar olusturulur. Gergeklesen bu olay
carpismaya bagli ayrisma (Collision Induced Dissociation, CID) olarak adlandirilir.
Q2’de olusan iiriin iyonlardan sadece belirlenen iirlin iyonlarin Q3’e geg¢mesine izin
verilir ve diger iyonlar digar1 atilir. Q3’ten filtre edilen iiriin iyonlar dedektore ulasarak
hem kalitatif hem de kantitatif analizleri yapilir. ilk parcalanmada olusan ana iyonlarin
carpisma hiicresinde ikinci defa parcalanarak olusturulan karakteristik iiriin iyonlarin
izlenme islemine “Coklu Reaksiyon Izleme” (Multiple Reaction Monitoring, MRM) ad1
verilir. Analizde olusan iirlin iyonlarin sayisti MRM isleminin duyarliligimin belirler.
Q3’ten filtrelenerek gegen iyonlar dedektore gelerek buradaki algilayicilar tarafindan
sinyale doniistiiriiliir ve kayit edilirler (Anilanmert ve ark., 2016: McMaster, 2005:
Grob, 2015, Yilmaz, 2015).

LC-MS/MS sistemlerinde bulunan analizorlerde tekbir m/z gegisinin seg¢ilmis reaksiyon
goriintiileme (selectedreactionmonitoring, SRM) ile izlenmesi yapilabildigi gibi, ¢oklu
m/z gegislerinin de ¢oklu reaksiyon goriintiileme (MultipleReactionMonitoring, MRM)
yontemiyle izlenmeleri gerceklestirilebilir. Bilinen bir molekiiliin ana iyon ve fragment

iyon ¢ifti o molekiile 6zgli oldugundan ¢ok sayida iyon ¢ifti izlenip kayit altina alinarak
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analiz segiciligi artirilmig olur. Kiitle spektroskopisinde belirli bir molekiiliin
fragmentlerinin bollugu o molekiile 6zgii olup, molekiilin dogru belirlenmesi i¢in
izlenmesi gereken bir durumdur. Ayrica, analizi gerceklestirilecek hedef analitinLC
kismindaki alikonma zamani ile MS analizoriinde olusan fragmentasyonlar birlikte
degerlendirildiginde, kesinligi yliksek oranda olan bir analiz gerceklestirilir (Grob,
2015). Uclii kuadrupol (MS/MS) kiitle analizorlerinin tekli kuadrupol (MS)
analizorlerinden en 6nemli Ustiinligi, MRM modunda ¢alisabilmesidir. MRM modu
ikili kiitle filtresi gibi calisarak kantitatif analizlerde giiriiltiiyii 6nemli oOlgiide
azaltmakta ve yiiksek derecede hassasiyet ve segicilik imkani sunmaktadir (Yilmaz,

2015)

2.8. Lipitler

Lipitler suda c¢oziinmeyen organik bilesikler olarak bilinirler ve kati-sivi yaglar,
gliseridler, yag asitleri, fosfatitler, mumlar gibi sabunlasabilen bilesiklerle birlikte
hidrokarbonlar, biiyiik molekiil kiitleli alkoller, steroller, pigmentler ve antioksidanlar
gibi sabunlagsamayan organik maddeleri de kapsamaktadir. Lipitlerin yapisinda C,H ve
O elementleri bulunur fakat O miktar1 protein ve karbonhidratlara gore daha azdir.
Lipitler suda ¢6ziiniirliikkleri diisiik fakat eter, benzen, kloroform ve alkol gibi organik
coziiclilerde c¢oziiniirliigli yiiksektir. Lipitler diger organik maddelere kiyasla daha
yiiksek enerjili olmast ve 1 gram lipit’in yanmasi sonucu yaklasik 9 kcal’lik 1s1 agi3a

cikmaktadir (Saldamli ve Kayahan, 2005).

Lipitler ti¢ grupta degerlendirilmektedir bunlar;

1. Basit yapili Lipitler: Yaglar, mumlar, triterpenik alkol esterleri, sterollerin
esterleri, renk verici mumular.

2. Bilesik yapili lipitler: Seker igeren lipitler (Serebroglikozitler ve Sulfatitler ),
lipoproteinler, fosfor ve azot bulunduran lipitler (Lesitin ve Sefalin)
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3. Lipitlere benzeyen maddeler: tat ve koku veren maddeler, yagda ¢oziinen renk
verici maddeler, yagda c¢ozlinen vitaminler, antioksidanlar, hidrokarbonlar ve
biiyiilk molekiil kiitleli alkoller olarak siniflandirilir (Saldamli ve Kayahan,
2005).

Yaglar canlilar i¢in 6nemli enerji kaynagi olan maddelerdir. Ayrica 6nemli hormonlarin
ve bazi vitaminlerin organizmalarda biyosentezinde, hiicre zar1 ve gesitli mebranlarin
yapisinda ve yagda ¢6ziinen A, D, E, K vitaminlerinin dokulara ve organlara
tasinmasinda kullanilmaktadirlar. Yaglar, canli yapisini 1s1, 151k ve disaridan gelebilecek
fiziksel etkilere karst korurlar. Yaglar zayif baglarla proteinlerle baglanarak
lipoproteinleri, karbonhidratlara baglanarak glukolipitleri meydana getiriler. Yaglar
depo edilen dokularda ve kemik iliginde % 80 bulunurken, yumurta ve beyinde % 7,5-
30 araliginda, depo edilmeyen dokularda % 1-10 araliginda bulunmaktadir (Sozbilir ve
Baysu, 2008).

Farkli karbon sayili ve zincir yapili yag asitlerinin gliserolle (C3Hs(OH)s) esterlesme
tepkimesine girmesi sonucu olusan molekiile- trigliserid (sekil 2.26) adi verilir ve
karisimda ¢ok az miktarlarda mono ve digliseridler bulunur (Saldamli ve Kayahan,
2005). Gliseroliin bir tane OH kismina bir yag asidinin esterleserek baglanmasi sonucu
monogliserid olusur. Gliseroliin iki tane OH kismina iki tane yag asidinin esterleserek
baglanmasiyla digliserid olusur. Gliseroliin ic OH kismina {i¢ tane yag asidinin
esterleserek baglanmasiyla trigliserid olusur (Sekil 2.27). Degisik kaynaklardan gelen
yaglar1 olusturan gliseridlere bagl yag asitleri yaglar1 birbirinden farli yapmaktadir.
Yaglar1 olusturan yag asitleri ayni ise basit gliseridler, yag asitleri farkli ise karigik

trigliseridler adim alir (Sekil 2.28) (Turhan, 2006; Can, 1999).

H,C —OH HOOC—R, H,C—O0—COR,

HC —OH + HOOC—R, — > HC—O0——COR2 H,0
H,C—OH HOOC—R3 H,C—O—COR;

Gliserol Farkh yag asitleri Trigliserid

Sekil 2.26: Trigliserid olusum reaksiyonu.
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H,C—O0—COR H,C—O—-—COR H,C—O—-COR

HC —OH H(‘J—O—COR HC —O0O—-<COR
H,C —OH H,C —OH H,C—O0—COR
Monogliserid Digliserid Trigliserid

Sekil 2.27: Monogliserid, digliserid ve trigliserid’in yapisi.

H,C —O—-COR H,C —O——-COR;

HC —O——COR HC —O—COR,

H.C—O—COR H,C—O—-COR;
Basit trighserid Kansik trighserid

Sekil 2.28: Basit ve karisik trigliseridin yapist.

2.8. 1. Yag Asitleri

Yag asitleri doymamis ve doymus yag asitleri (DYA) olarak iki kisma ayrilir.
Doymamis yag asitlerinin yapisinda bir tane ¢ift bag bulunuyorsa tekli doymamis yag
asitleri (TDYA), birden ¢ok ¢ift bag bulunuyor ise ¢oklu doymamis yag asitleri
(CDYA) olarak adlandirilirlar. Memeli hayvanlarda genelde en ¢ok oleat (18:1),
palmitat (16:0) ve stereat (18:0) yag asitleri mevcuttur. Memeli hayvanlarin tiimii
doymus ve tekli doymamis yag asitlerini tretebilir fakat CDYA’den lineloat (18:2)
bitkisel yaglarda, linolenoat (18:3) balik yaglarinda yaygin olarak bulunan yag
asitleridir (Kalaycioglu ve ark., 1998). Yag asitlerinden linoleik asit ve linolenik asit
insanlar i¢in esansiyeldirler. Giinlilk alinan besinlerde lineloik asit bulunmaz ise
arasidonik asitte esansiyel yag asidi olarak degerlendirilebilir. Esansiyel olan bu yag
asitleri saghga yarali olduklarindan vitamin F olarak da adlandirilmaktadirlar. insanlar
ve hayvanlar bu yag asitlerini iiretemedikleri i¢in disaridan besinlerle almaktadirlar.
Gerekli olan bu yag asitleri yeteri kadar alinmadiklarinda bazi deri hastaliklari, biiyiime

de gerileme, bobreklerde tahribat ve kan kusma gibi 6nemli saglik problemleriyle
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karsilasilmaktadir. insanlarin yasamlarinda zihinsel ve fiziksel fonksiyonlarin1 devam

ettirebilmeleri i¢in esansiyel yaglar1 almalar1 gerekmektedir ( Celebi ve Karaca, 2006).

2.8.2. Doymus Yag Asitleri

Cift bag icermeyen doymus yag asitlerinin genel formiilleri CyH2,02, CnH2,:1COOH
veya R-COOH olarak gosterilir. Doymus yag asitlerinde bulunan hidrokabon
zincirindeki tekli baglar kendi etrafinda donebildigi i¢in esnek Ozellige sahiptirler.
Bundan dolay1 bir¢ok konformasyon sekline sahiptirler. Yag asitlerinin ilk on {iyesi oda
sicakliginda sivi halde ve ugucu oOzelliktedir. Karbon sayisi on iki ve daha yiiksek
karbon zincirli doymus yag asitleri viicut sicakliginda kati halde bulunurlar. Karbon
sayisinin artmastyla erime ve kaynama noktalar1 artmaktadir (Goziikara, 1989;Turhan,
2006). Sudaki ¢oziiniirliikleri karbon sayisi arttik¢a azalmaktadir. Alkol ve aseton gibi
organik Ozellikteki ¢oziiciilerde sicaklik artisi ile ¢Oziniirlik de artmaktadir. Tim
doymus yag asitleri asimetrik karbon i¢ermediklerinden dolay1 optik¢e aktif molekiiller
degillerdir (Saldamli ve Kayahan, 2005). Doymus yag asitlerinden dogada en ¢ok laurik
asit (C12:0), palmitik asit (C16:0) ve stearik asitler (C18:0) bulunur (Gtircan, 2001).
Dogada bulunan baslica doymus yag asitleri ve bazi 6zellikleri Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3: Dogada bulunan baslica doymus yag asitleri ve bazi 6zellikleri. (Saldamli ve
Kayahan, 2005).

Yaygin Adi Kapal Mol Donma Kaynama Asit Dogada
Formiilii Kiitlesi Noktas1 Noktasi Sayisi  Bulunusu
(g/mol) °C °C

Butirik asit C4Hg0, 88.1 -8 163.5 636,8  %2,5-4.5 siit yaginda

Kaproik asit CsH120, 116.2 -3,4 205.8 483,3 %1-2 siit yaginda

Kaprilik asit C8H:0, 144.2 16,0 293.7 389,0 %1-2 siit ve %6-8
kakao
Yaginda

Kaprik asit C1oH200, 172.3 31,3 270.0 325,7 Siit ve palm yaginda

Laurik asit C1oH2.0, 200.3 43,5 130.5 280,1 Defne, siit ve palm
yaginda

Miristik asit C14H,50, 228.4 54,4 149.2 2457  Pek c¢ok Dbitkisel ve
hayvansal yagda

Palmitik asit C16H3,0, 256.4 62,9 167.4 218,8 Farkli oranlarda hemen
hemen tiim yaglarda

Stearik asit C1gH3602 284.5 69,6 183.6 197,2  Cogunlukla hayvan
depo
Yaglarinda
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Tablo 2.3 devam

Aragsidik asit Ca0H400, 3125 75,4 205.0 179,5 %3 yer fistigiYaginda

Behenik asit Cx»H40, 340.6 79,9 306.0 164,7 %1 den az yer fistig1 ve
Kolza yaginda

Lignoserik Ca4H4g0, 368.6 84,2 - 152,2 %3 den az yer fistig1 ve

asit Kolza yaginda

Serotik asit CHs0, 396.7 87,7 - 141,4 Bitkisel yaglarda eser
diizeyde

2.8.3. Doymamuis yag asitleri

Doymamis yag asileri yapilarinda bir veya daha fazla ¢ift bagin bulunmasi ile
tanimlanirlar. Eger doymamis yag asitlerinin yapisinda bir tane ¢ift bag bulunuyorsa
tekli doymamais yag asitleri (TDYA), birden ¢ok ¢ift bag bulunuyor ise coklu doymamis
yag asitleri (CDYA) admi alirlar (Tiziin, 1992). Doymamis yag asitleri dallanma
olmadan diiz zincirli olduklarinda ¢ift sayida karbon atomu bulundururular ve ayni
karbon sayili doymus yag asitlerine gore ¢oziinmeleri daha kolaydir. Doymamis yag
asitlerinin ayni1 karbon sayili doymus yag asitlerine gore erime ve kaynama noktalari

distiktiir.

Diiz zincir yapili tim doymamis yag asitleri asimetrik karbonu bulunmadigindan
optikge aktif degillerdir. Bir ¢ift bag igeren ya da birden ¢ok ¢ift baga sahip bu baglar
arasinda en az iki adet tek bag bulunur ise ultraviyole 15181 soguramazlar. Fakat, ¢coklu
doymamis yag asitlerinde baglar bir ¢ift bir tek seklinde tekrarlanarak konjuge bir yap1

durumunda olan yapilar ultraviyole 15181 sogururlar (Saldamli ve Kayahan, 2005).

Doymamis yag asitleri genelde cis konumunda bulundugu i¢in molekiiliin burkulmasina
neden olur. Doymus yag asitleri atmosfer ortaminda oksidasyona kars1 direngli olmasina
karsin, doymamis yag asitleri atmosferde bulunan oksijen ile etkilesime girerek okside
olurlar. Bu durum yaglarin tatlarinin acilagmasia yol agmaktadir. Genelde ¢ift bag

sayisinin artmasi ile erime noktasi azalmaktadir (Chambe, 1997).

Doymamis yag asitlerin hidrofobik 6zelligi doymus yag asitlerine gore daha azdir.

Ayrica doymamig yag asitlerinin karbon sayisindaki artis hidrofobik &zelligi
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arttirmaktadir. Doymamis yag asitlerinin cis izomerleri trans izomerlerine gore daha
diisiik erime noktasina sahiptir. Hayvanlarda ve bitkilerde tekli doymamis yag asiti olan
oleik asit (18:1) yaygin olarak bulunmaktadir (Giircan, 2001). Dogada bulunan baslica

doymamis yag asitleri ve bazi 6zellikleri Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4: Dogada bulunan baslica doymamis yag asitleri ve bazi 6zellikleri
(Saldaml: ve Kayahan, 2005).

Yaygin Adi Kapah Asit Donma iyot Dogada
Formiilii Sayisi 10\1 Coktas1 Sayist Bulunusu

Kaproleik CloH 1302 330 - 149 Siit yaglnda

asit

Miristoleik CiHy0, 248 -4, +4 112 Balik ve balina yaglarinda

asit

Palmitoleik CieH300, 221 0-5 100 Balik, balina, tereyagi ve

- bitkisel yaglar

asit

Petroselik CigH30, 199 32-33 90 Semsiyegil tohum

asit yaglarinda

Oleik asit CigH30, 199 13 90 Tiim bitkisel ve hayvansal
yaglarda yaygin

Vaksenik CigH340, 199 39 90 Hayvan siit ve depo

asit yaglarinda

Erusik asit Cy,Hp0, 166 33,5 75 Hagligiller familyas1 tohum
yaglarinda

Selaholeik CoHi0O, 153 39 69 Balik yaglarinda

asit

Linoleik asit CigH30, - - 181,2 Bitkisel yaglarda

Linolenik CigH30, - - 278,4 Bitkisel yaglarda

asit

Morpkitik CigHp0, - - 367,6 Deniz hayvanlari yaginda

asit

Arasidonik CypH30, - - 33,5 Karaciger yaglarinda

asit

Sorbik asit CgHgO, 500,4 - 453 Kuslarin karacigerinde

Trikosanoik CigH30, 2015 - 274 Kabakgiller familyasi

asit o
yaglarinda

2.8.4 Yag Asitlerinin Saghk Acisindan Onemi

Besinler metabolik olaylar i¢in gerekli olan proteinler, enerji, vitamin ve mineraller

igcermesinin yani sira insan sagligi icin onemli olan omega-3 yag asitleri, konjuge
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linoleik asit, beta karoten, resveratrol, likopen, polifenoller, askorbik asit, selenyum,
metilaminoetanol ve alfa lipoik asit gibi bircok maddeyi de icermektedir. Baz1 gidalarin
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda Onleyici olmasi ve bilimsel olarak tedavilerde
kullanilmas: saglikli beslenme icin gidalarin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya
koymustur (Coskun, 2005). Bu besinlerde bulunan en dnemli molekiillerden biride
konjuge linoleik asit ve izomerleridir (Kelly, 2001). Konjuge linoleik asit omega-6 yag
asidi olan 18 karbonlu ¢ift bag bulunduran linoleik asidin konjuge halde bag konumu ve
geometrik izomerlerinin bir arada bulunan karigimi olarak bilinir. Konjuge linoleik
asitin yapisinda konjuge halde c¢ift baglar 6,8’den 12,14’¢ kadar konumlarinda
bulunurlar. Ayrica cis-trans geometrik izomer yapilart ile farkli konfigiirasyonlar
halinde olabilirler. Konjuge linoleik asitin 28 adet izomeri bulunmaktadir. Bu

izomerlerden bazilarinin biyolojik 6zellik gosterdigi belirlenmistir (Banni, 2002).

Omega-3 yag asidi igeren trigliseridin, toplam kolesterol ve LDL-kolesterol seviyesini
diisiirdiigii, HDL seviyelerini de arttirdigi belirlenmistir (Ozkan ve Koca, 2006).
Omega-yag asitleri bagisiklik sistemi hastaliklari, meme kanseri ve prostat kanseri
tedavilerinde kullanilmaktadir. Ayrica kalp damar hastaliklari, hipertansiyon, bagisiklik
sistemi, alerji ve sinirsel bozukluklar1 engelledigine yonelik bilimsel c¢alismalar
bulunmaktadir. Bununla birlikte gérme diizeyinin artirilmasinda ve bebeklerin zihinsel
gelisimlerinin desteklenmesinde kullanilmaktadir. Yag asitlerinin seker hastalarinda
glikoz diizeyindeki kontroliin saptanmasinda etkili oldugu belirlenmistir. Alzaimer’1 ve
depresyonu 6nledigi, zihni giiclendirdigi, hamilelik ve menapoz donemlerinde faydali
oldugu bilinmektedir (Kolanowski ve Laufenberg, 2006). Linoleik asit omega-6 yag
asitlerinin kaynagini olusturmaktadir. Asir1 doymamis omega-6 yag asitleri deri saglig
ve yaralanmalarinda, gelisen enfeksiyonlar1 onledigi, viicut sicaklifi ve su oranin

diizenledigi bilinmektedir (Karabulut ve Yandi, 2006).

Doymus yag asitlerinin diisiik karbon sayili olanlar1 insan yasami i¢in dnemlidir. Fakat,
palmitik asit ve stearik asit gibi karbon sayis1 biiyiik olan yag asitleri kalp ve damarlar
icin zararli olup, diisiik yogunluklu kolesteroliin (LDL) artmasina neden olarak kalp
krizi riskini yiikseltmektedir. Ancak oleik asit kandaki yiiksek yogunluklu kolesterol
miktari1 (HDL) artirarak kalp krizi riskini diistirmektedir. Coklu doymamis yag asidi
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olan linoleik asidin membran gegirgenliginin artirilmasinda, kan basincinin
diizenlenmesinde ve mineral metabolizmasinda 6nemli gorevi oldugu belirtilmistir
(Tvrzicka ve ark., 2011). insanlar i¢in elzem olan linoleik ve linolenik yag asitlerinin
beslenme yolu ile alinmasi1 gereklidir. Bu yag asitleri alinmadiginda ise ¢ocuklarin
gelisimde aksakliklara, derinin neminde azalmaya, kolesterol seviyesinin diizensiz
olmasina, norolojik bozukluklara ve kisirhiga neden olabilecegi belirtilmistir

(Kremmyda ve ark., 2011).

2.9. Agir Metaller

Bitkilerin yasamlarini devam ettirilmeleri i¢in gerekli olan elementler ‘Bitki besin
elementleri’ olarak adlandirilmaktadir. Bitki dokularinda gerceklestirilen analizlerde
dogada bulunan elementlerin birgcogu bulunmaktadir. Bitkilerin yasamsal faaliyetlerini
devam ettirmek icin besin elementlerini almaya g¢aligsalar da, ¢evresel etmenlerden
dolay1, bitki dokularinda aktif olmayan agir metaller zamanla birikerek besin zincirine
dahil olurlar. Bunun sonucunda agir metal biriken bitkileri tiiketen insanlara ve
hayvanlara toksik etki gosterirler. Bitkilerin yagamlarini siirdiirebilmeleri ig¢in N, C, K,
H, O, Ca, P, S, Mo, Zn, Cu, Mn, Mg, Cl, B ve Fe elementlerin alinmas1 gereklidir. V,
Ni, Na, Al, Co ve Si elementleri de baz1 endemik bitkiler ve i¢in gerekli olan yararh

elementlerdir (Y1ildiz, 2003).

Agir metaller yogunlugu 5 g/cm3’den ve atom numaralar1 yirmiden biiyiik elementledir
ve periyodik tabloda genelde ge¢is metalleri olarak da tanimlanan bolgede yer alirlar.
Esas olarak “agir metal” ifadesi, bilimsel a¢idan daha ¢ok c¢evre kirliligi agisindan
kullanilan bir terimdir. Ayrica canli viicudunda olusturdugu ve toksik etkiler
baglaminda da kullanilir. Dogada bulunan elementlerden g¢evre kirliligi ve insan
sagligiile iligkisi olan en 6nemli 20 element Be, Al, Cr, Mn, Fe, Ni, Co, Cu, V, Zn, Mo,
Se, Tl, As, Cd, Sb, Ag, Sn, Hg, Pb metalleri olarak 6n plana g¢ikmaktadir. Bu
elementlerin bazilar bitki ve hayvanlarin yasamlarin1 devam ettirebilmeleri icin gerekli

olup, belirli miktart asti§1 durumlarda toksik etki gostermektedir (Yildiz, 2003).
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Agir metaller ¢ok diisiik miktarlarda dahi toksik olabilmektedir. insanlar bu elementleri
agiz, solunum ve deri vasitastyla viicutlarina alirlar ve herhangi bir miidahale olmadan
kendiliklerinden disar1 atilamazlar. Bu nedenle agir metallerin biiyiik bir miktar1 viicutta
birikir ve belirli bir seviyeyi gectiginde tiroit, norolojik rahatsizliklar, otizm, kisirlik
gibi 6nemli hastaliklara ve hatta 6liimlere dahi neden olurlar. Ayrica agir metallerin
birgogu karsinojenik etkiye sahip olmalarindan dolayr oksidatif DNA tahribatina yol
acmaktadir. DNA’s1 hasar goren hiicre ¢ogaldiginda yeni mutant hiicreler olusmaktadir

(Ozbolat ve Tuli, 2016).

Besin, su ve hava yoluyla alinan nadir ve bol bulunan metaller olarak insan viicudunda
kirk yasina kadar biriken Al, V, Ti, Cr, Sn, Pb, Cd ve Hg gibi elementler sayilabilir.
Viicutta biriken her metalintoksik etkileri kendi 6zellgine gore degismektedir. Fakat
genelde biitiin metaller birden ¢ok organi ve sistemi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
duruma enzimleri inhibe eden Hg ve As ornek verilebilir. Bu metaller enzimlerdeki
stilfthidril grubunu bloke ederek etkinlik gosterirler. Cd en hassas organ olan bobrekler,
karaciger ve akcigerleri olumsuz olarak etkilemektedir. Ayrica agir metallerin toksisitesi
dogada bulundugu ylikseltgenme basamagina gore (Cr+3, Cr* gibi), sudaki ve diger
coziiclilerdeki ¢oziintirliiklerine bagl olarak degismektedir. Toksisitesi yiiksek olan agir

metallerin baginda Cd, Hg ve Pb gelmektedir (Giiven, 1999).
Cesitli bitkisel iiriinlerdeki arsenik ve diger bazi toksik metaller i¢in kullanilan iilke

sinir degerleri Tablo 2.5°te gosterilmektedir. Ulke rakamlar ulusal saglk yetkilileri

tarafindan saglanan bilgilere dayanmaktadir (W.H.O., 2007)

87



Tablo 2.5: Bitkisel ilaglar ve iiriinlerdeki arsenik ve toksik metaller i¢in ulusal sinir
ornekleri (W.H.O., 2007).

Arsenik  Kursun Kadmiyum  Krom Civa Bakir :::f::rerinin
As Pb Cd Cr H Cu
(As) (Pb) (Cd) (Cn) (Ho) (Cu) toplam
toksisitesi
Bitkisel
ilaclar icin
Taze bitki Sppm 10ppm 0,3ppm 2ppm 0,2ppm
Kanada 0,01 0,02 0,006 0,02 0,02
Islenmis bitki mg/gin  mg/giin mg/giin mg/giin mg/giin
Cin Taze bitki 2ppm 10ppm 1ppm 0,5ppm 20 ppm
Malezya Islenmis bitki 5mg/kg  10mg/kg 0,5 mg/kg
Kore o 30ppm
Cumhuriyeti Taze bitki
oL Islenmis bitki 5ppm 20ppm 0,5ppm 150 ppm
Tayland TazeQ?tII:nm@ 4ppm 10ppm 0,3ppm
WHO
onerdigi 10ppm 0,3ppm
degerler
Diger
bitkisel
iiriinler
icin degerler
Ulusal saglik
orgiitiiniin 5 10 0,3 2
onerdigi mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
degerler (taze
bitki)
Ulusal saghk
orgutunun
onerdigi 0,01 0,02 0,006 0,02 0,02
degerler mg/giin mg/giin mg/giin mg/giin mg/giin
(islenmis
bitki)

2.9.1. Metal Analizi icin Numune Hazirlama Yontemleri

Numunelerde bulunan metallerin analizleri i¢in ilk 6nce numunede bulunan inorganik

ve organik bilesenlerin timii ya da bir kismi i¢in belirli oranlarda ve tekrarlanabilir

olacak sekilde ¢oziindiirme islemi yapilmalidir. (Oliveira, 2003). Numunelerden dogru

analiz geceklestirmek i¢in On igslem hazirliklar1 tim c¢alismanin yaklasik % 60-80’ni

olustururken, yapilan analizin tiim hatalarmin yaklasik % 30’una neden olmaktadir

(Oliveira, 2003; Buszewski ve Szultka, 2012).
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Metal analizi i¢in numune hazirlama, analiz cinsine ve istenilen parametrelere gore
farklilik gostermektedir. Numunenin uygun bir ¢dziicli veya c¢oziicii karisiminda
¢Oziinmesi, diisiik veya yiiksek konsantrasyonda olan metallerin kalibrasyon araligina
alinmasi i¢in seyreltilmesi veya konsantre edilmesi, matriksten kaynaklanan girisimleri
diisiirmek icin seyreltme yapmak yada ekstraksiyon teknikleri kullanarak hedef
metal(ler)i veya matrisi ortamdan ¢ekip alimak gibi numune hazirlama basamaklari
analiz sonuglarmin dogru ve kesin bir sekilde elde edilebilmesi i¢in siklikla uygulanan

onemli islem basamaklarindandir (Giizelsoy, 2013).

Kuru yakma igleminde, homojen hale getirilen kati numuneler uygun krozeye tartilip
alindiktan sonra kiil etme islemini hizlandirmak icin {izerine etil alkol ilave edilerek
400°C’de 6n yakma uygulanir. Daha sonra bu krozeler kiil firmmina alinarak 500-
750°C’de yanma tamamlanincaya kadar (yaklagik 2 saat) isleme devam edilir.
Krozedeki numunenin tamamen kiil olmasma dikkat edilir. Krozeler firindan
cikartilarak oda sicakligina kadar sogutularak asit veya asit karisimlari eklenerek
numune ¢oziliir. Ultra saf su ile krozeler yikanarak numune siiziiliip analiz i¢in stok
¢ozelti hazirlanir. Bu yontemde ihtiya¢ duyulan ekipman sadece kiil firmi ve uygun
krozeler oldugundan bircok numune c¢esidine uygulanabilmesine karsin bazi
elementlerin yakma sirasinda buharlagmasi ve kirlenmelerin olusmasi bu yontem i¢in
dezavantaj olusturmaktadir. Kuru yakma islemi gerceklestirilen krozeler 6nemlidir. Bu
yakma isleminden once bazi elementler kroze ¢eperine tutunabilir. Bundan dolay: asit

veya asit karisimlart ile iyi bir sekilde yikanmalidir (Milacic ve Kralj, 2003).

Acik sistem yas yakma, agik hava ortaminda ¢oziindiirme isleminde HCI, HNO;s,
H2SO4, HCIO, gibi asitler ile uygun kap (cam, teflon gibi) kullanilarak 1sitma tablast,
mantolu 1sitici, su banyosu, ultrasonik banyo gibi kontrolli isiticilar ile isitilmak
suretiyle gerceklestirilir. Coziindiirme islemi homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar
stirdiiriiliir. Bu yontem inorganik ve organik numunelerin hazirlamasinda kullanilan
yaygin bir yontemdir. Fazla zaman alict olmasi, ugucu elementlerin kaybi1 ve fazla

miktarda kimyasal tiiketimi bu yontemim dezavantajlaridir (Giizelsoy, 2013).
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Blockdigester sistemi, acik sistem yas yakma yontemini temel alan ve alternatifi olarak
kullanilan ¢oklu numune hazirlama yontemidir. Bu sistemlerin, agik sistem yas yakma
yontemine gore sagladigr kolaylik, sicakligin programlanabilir ve zamanin kontrolli
gerceklesmesidir. Ayrica az miktarda 6rnek ve kimyasal gerektirdiginden ugucu element
kayiplar1 az olmaktadir. Bu sistemde yiiksek sicaklara ¢ikildiginda kopiirmeden dolay1
madde kayiplari olabilmektedir (Gilizelsoy, 2013).

Mikrodalga 1sitmasisteminde, acik ve kapali kaplarda ¢oziindiirme islemi yapilabilir. Bu
coziindiirme iglemi yiliksek sicaklik ve basingkosullarinda yapilabildiginden dolay:
kapal1 sistem kaplarda gerceklestirilen ¢alismalar daha ¢ok tercih edilmektedir. 1970’1
yillardan beri birgok marka mikrodalga isitma cihazi laboratuvar caligsmalarinda
kullanilmaktadir. Kuru yakma ve yas yakma numune hazirlama yontemlerine gére daha
kisa siirede gergeklestirilebilmesi ve ¢oziindiirme isleminde daha az kimyasal
kullanilmasindan dolayr son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sagladig
kolayliklardan dolay1 dogaya ve laboratuvar calisanlarmma verdigi zarardaha az

olmaktadir (Sekil 2.29) (Mester ve Sturgeon, 2003).
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Sekil 2.29: Mikrodalga firinin sisteminin sematik gériiniimii (Chan ve Reader, 2000).
Geleneksel iletimli 1s1 kaynaklari ile ilk 6nce kabin duvarlari 1sitilir ve daha sonra bu 1s1
numuneye ulagir. Enerjinin numuneye ulagsmasi kaynaktan kaba ve buradanda

numuneye iletimi seklinde gergeklesmektedir. Mikrodalga ile c¢alisan 1sitma
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sistemlerinde numuneye gonderilen mikrodalga enerjisi dogrudan numunenin
molekiilleri ile etkilegsmektedir (Giizelsoy, 2013). Geleneksel 1sitma ve mikrodalga

1sitma sisteminin sematik gosterimi Sekil 2.30°de gosterilmistir.

A B

Mikrodalga enerjiyi
geciren kap duvar

Mikrodalga enrjisini
absorplayan
numue - asit karigimi

numune - asit karisimi

-. DBolgesel
=" slperisinma
iletim akimlar :

/ H i \ R T 3
Ist iletimi { H \ Dis yuzeydeki sicaklik asitin Mikrodalga enerji "3
/ \ kaynama noktasini asmakta <

a-) Geleneksel isitma b-} Mikrodalga isitma

Sekil.2.30: Geleneksel ve mikrodalga 1sitma sisteminin sematik goriiniimii (Giizelsoy,

2013).

Mikrodalga 1sitmali sistemlerde enerji c¢ok kisa siirede dogrudan numuneye
iletilmektedir. Mikrodalga enerji dipol parcalarin hareketiyle ve iyonik iletimle 1siya
cevrilmektedir. Dipol doniisiim, hizla degisen mikrodalga elektrik alanina bagli olarak
polar molekiillerinin  titresim  hareketi sonucu enerji  transferi  seklinde
gerceklesmektedir. Iyonik 6zellige sahip numunelerde, ¢dzeltide var olan iyonlarm
birbirleriyle elektromanyetik alanda ¢arpismasi sonucu 1s1 agiga ¢ikmaktadir (Giizelsoy,

2013).

Mikrodalga 1sitmali ¢6ziindlirme isleminde basinca ve sicakliga dayanikli kapali teflon
kaplar kullanilmaktadir. Bu 6zellikten dolay1 buharlasip giden maddelerin 6nlenmesiyle
birlikte kimyasal kullaniminin az olmasi, kirliligin azalmasi, yapilan c¢alismada
uygulanan otomasyon programina uygulanabilmesi, ¢oziindiirme aninda olusan gazlarin
toplanarak bertaraf edilmesi gibi onemli avantajlar sunmaktadir (Giizelsoy, 2013).

Mikrodalga 1sitmali kapali sistem yas yakma yontemi, toprak, bitki ve gida gibi
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numunelerde bulunan elementlerin belirlenmesi i¢in ¢oziinilirlestirme isleminde etkili bir
sekilde kullanilmaktadir (Kowalewska, 2005). Geleneksel kuru ve yas yakma
yontemleri zaman alict ve yavas gerceklesen islemlerdir. Bu sebepten dolayr metal
analizlerinde daha az zaman alic1, daha etkili, daha islevsel ve kabul gormiis bir yontem

olan mikrodalga firinda asitle ¢ozme islemi daha ¢ok tercih edilmektedir (Tiizen, 2002).

Gelismis analiz laboratuvarlarinda mikrodalga firin kullanilarak gergeklestirilen
¢cOziinilirlestirme yontemi eser elementlerin belirlenmesinde gittik¢e artan bir sekilde
kullanilmaktadir. Bugday, un, deniz irilinleri gibi gidalar ve cesitli sertifikali referans
maddelerde gergeklestirilen eser element ve ultra eser element analizlerinde, diger
¢oziindiirme islemlerine kiyasla en iyi degerlerin mikrodalga ¢oziindliirme yonteminde
elde edildigi belirlenmistir (Senesi ve ark. , 1999; Valiente ve ark., 2002; Mantovi ve
ark., 2003)

2.9.2. indiiktiflesmis Eslemis Plazma-Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS)

Indiiktif eslesmis plazma (Inductively Coupled Plasma, ICP)-kiitle spektroskopisi (Mass
Spectrometer, MS ), kisaca “ICP-MS” olarak gosterilir ve element analizinde yaygin
olarak kullanilan bir analiz yontemidir. ICP-MS teknigi ticari olarak kullanilmaya 1983
yilinda baslanmis ve hali hazirda da birgok laboratuvarda etkili bir sekilde
kullanilmaktadir. ICP-MS teknigi, ICP-Atomik Emisyon Spektroskopisi (ICP-AES)
dahil olmak tizere atomik absorpsiyon ve optik emisyonspektrometrisi gibi diger
elementel analiz tekniklerine goére bircok avantaja sahiptir. Bu yontemin en onemli
avantaji, diger element analiz yontemlerine gore ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tespit
olanagi saglamasidir. Ayrica, analizde ayni anda ¢ok sayida elementin tespit edilmesine
olanak saglamasi, izotop oranlarinin kolaylikla tespit edilebilmesi, ¢alisilan kalibrasyon
konsantrasyon araliklarinin genis olmasi, kimyasal girisimlerin diisiik 6l¢cliide meydana

gelmesi gibi birgok avantaj da saglamaktadir (Elibol, 2009; Deveci, 2012).
ICP-MS elementel analiz yonteminde, ICP kisminda yiiksek sicaklarda numune

icerisinde bulunan kimyasal tiirler pargalanir ve mevcut elementlerin iyonlar1 olusur.

MS kisminda ise, olusan iyonlarin belirlenebilmesi i¢in dedektdre ulasan metal
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iyonlarmin m/z (kiitle/ylik) oranlarina gore ayrilmalari saglanir. ICP-MS, element
analizinde diisiik konsatrasyonda gozlenebilme sinir1, yiiksek segicilik, yiiksek dogruluk

ve kesinlik sundugu bilinen en 6nemli analiz teknigidir (Skoog ve ark., 1998).

ICP-MS element analiz tekniginde kat1 ve ya sivi numunelerin elementel analizlileri
gerceklestirilmektedir. Bu teknikte Ar gazi kullanilarak torch (mesale) kisminda uyarma
kaynagi olan plazma olusturulur. Ar gazmin iyonlagsmasi sonucu Ar iyonlari ve
elektronlar meydana geldikten sonra manyetik alan uygulanarak ortamda bulunan Ar
iyonlar1 ve elektronlar hizlandirilir. Bu hizlanmanin sonucunda olusan direngten
kaynakli 1sinma nedeniyle plazma sicakligi 10000 K’e kadar yiikselmektedir. Olusan
plazma yiiksek sicakliklara ulasabildigi i¢in bir¢ok elementin ppb (ng/L), ppt (ng/L)
tiriindenkonsantrasyonlar1  belirlenebilmektedir. ICP-MS cihazinin ana kisimlari

sematik olarak Sekil 2.31°de gosterilmistir.

Eonlar

Torch Lensler Eudrupol Dedeltér
T

N S L

Sislestirme Odas [l==:2 <: : o
§ — (= - — ]
=] . 1
A— l — _ l —
Peristaltik Vakum sistemi
Pompa
Ornek

Sekil 2.31: ICP-MS cihazinin ana kisimlart sematik olarak gosterimi (Agilent
Technologies, 2001).

ICP-MS’de analiz gergeklestirilirken, sivi fazdaki numune peristaltik pompa vasitasiyla
sislestiriciye (nebulizer) gonderilir. Burada argon gazi ile diisiik sicaklikta tutulan
sislestirme odasmin (Spray Chamber) icine sis seklinde piliskiirtiiliir. Burada olusan
aerosoller torch kisminda olusan plazmada pozitif yiiklii iyonlar haline gelir. Ara yiizde
bulunan koniler (konlar) vasitasiyla plazmada olusan pozitif yiiklii iyonlar vakum

ortamindan dedektore gegerek odaklayici lensler yardimi ile bir araya getirilirler ve
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kuadrupolde m/z oranma gore ayrilirlar. Dedektorde tespit edilen veriler bilgisayarda
calistirilan kontrol programi tarafindan kayit edilir (Aydin, 2008). Sekil 2.32°de analiz

edilecek numunenin ICP-MS cihazina verilmesiyle ger¢eklesen asamalar sematik olarak

gosterilmistir.
ICP MS
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Sekil 2.32: ICP-MS cihazinda numune analizinde gerg¢eklesen asamalar (Agilent
Technologies, 2001).

ICP-MS cihazi ¢evre, su, toprak, yar1 metal, kat1 atik, niileer yakit ve radyo izotop, tip,
adli tip, farmakoloji ve biyolojik Orneklerin metal igeriklerinin tayininde etkili bir
sekilde kullanilmaktadir. Ayrica petrokimya, niikleer sanayi, makine-kimya sanayi,
cesitli madenler, kriminoloji alanlarinda ve akademik c¢aligmalarda kullanilmaktadir

(Deveci T., 2012).

ICP-MS cihazinda numune girisi sistemi, sivi numuneleri aerosol (sis) haline
doniistiirerek 10 um’den kiiciik olan damlaciklar1 plazmaya yonlendirmekte, 10 pm’den
biiyllk damlaciklart da ayirarak disari atmaktadir. Sivi halde bulunan numune
sislestirme odasinin (Spray Chamber) icine basinglt Ar gazi yardimiyla piiskiirtiilerek
(nebulizerde) uygun boyuttaki damlaciklar plazmanin oldugu torch’a taginir (Sekil 2.33)
(Agilent Technologies, 2001).

94



Plazma gaznt —» e ICP Torch
Yardmci gaz —— &)

Peltier sofutmah ! Plazma
Sprey Chamber RF bobin;

Kanstnci gaz— -7 Wl
Tastyicr gaz “ T Sislestirici

@

_J Peristatik pompa

Internal standart

Sekil 2.33: Numune giris ve torch sistemi (Agilent Technologies, 2001).

Sulu ¢ozeltilerin analizinde sis odasinin sicakligi 2 °C’ye kadar sogutularak plazmaya
gidecek oksijen miktar1 disiiriiliir ve ArO gibi oksitlerin olusumu en az seviyede
tutulur. Numune peristaltik pompa ile belirli hizda sislestiriciye gonderilerek basingli Ar
gazi ile sis odasma puskiirtiiliir ve kii¢iik damlaciklar olusturulur. Capt 10 pm’den
kiiglik olan damlaciklar plazmaya gonderilirken, ¢ap1 10 um’den biiyiik damlaciklarda
atik kismina yonlendirilir (Aydin, 2008). Sekil 2.34’te sislestirme odas1 (Spray Chamber)

ve sislestirici (nebulizer) semasi verilmistir.

ICPe gonderilen cap 10 pm'den
kiclk damlaciklar

Sislestirici

Mumune (Mebulizer)

Aerosal

Tagiyict Ar gazi —— 2

Sislesme odasi

(Spray Chamber) _
Atl#gr—""'"—'_—.'

capl 10 pm°den bliyik damlacklar
atiga gonderilir

Sekil 2.34: Sislestirme odas1 (SprayChamber) ve sislestirici (nebulizer) sekli (Agilent
Technologies, 2001).
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Kuartzdan yapilmis torch’ta olusan indiiktif eslesmis plazma gergekte bir elektirik yiik
bosalmasi1 olayidir. Herhangi bir kimyasal olaydan kaynakli alev degildir. Plazma alev
gibi gorlinse de yanma olay1r olamamaktadir. ICP olusumu, iyonlasan Ar gazi ve
torch’un dis katmaninda sarili olan ve plazma olusumunu saglayan indiiksiyon bobini
ile saglanir. Bu bobinlere genelde 27 ya da 40 MHz 0,5-2 kW giiciinde radyofrekansi
(RF) uygulanir. Argon plazmasi atmosfer basincinda olup sicakligi 6500-10000 K
araligindadir. Analizde 10 pm’den kiiglik numune damlaciklar1 bu yiiksek sicakliktaki
plazmanin ortasindan gecgerken enerjinin etkisi ile ayrisma, atomlagsma ve iyonlasma

olusur. Olusan bu iyonlar, yonlendiriciler yardimi ile MS’e gonderilir.

Plazma igintorch’un iist kisminda bulunan sarmal yapida (indiksiyon bobini) olusturulan
elektrik ve manyetik alan yardimiyla iretilen ilk kivilcimlarla Ar gazindan elektronlar
kopartilir. Kopan elektronlar manyetik alan tarafindan hizlandirilir. Bu baslatici
elektronlarinsarmal tarafindan giiglii radyofrekans uygulanan ortamda enerjileri artirilarak
etraflarinda bulunan Ar atomlarina ¢arpmalari saglanir ve bdyleceyeni iyonlagsmalar yolu
iledaha fazla elektron olusumu gergeklesir. Ar gazinin elektronlar ile g¢arpismasi ile
gergeklesen iyonlagma zincir reaksiyonu seklinde devam ederek plazma olusumunun siirekli
olmast saglanir. Bu gergeklesen olayaindiiktif eslesmis plazma (Inductively Coupled
Plasma, ICP) bosalimi adi1 (Skoog ve ark., 1998; Thomas, 2004; Aydin, 2008; Ha ve ark.,
2011; Caner, 2014; Yener, 2017). Sekil 2.35’te ICP-MS’de torch kisminda plazma olusumu

gosterilmistir.
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Sekil 2.35: ICP-MS’de torch’ta olusan plazma.
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ICP’de olusan element iyonlar kiitle spektrometresinde kiitle/yiik (m/z) orania gore
hizli bir sekilde ayrilir. Iyonlar genelde tek yiiklii oldugu igin belirlenen oran iyonun
kiitlesine esittir. Kiitle spektrometrelerinde kuadrupol, ugus zamanli ve ¢ift odaklamali
dedektor gesitleri bulunmaktadir (Skoog ve ark., 1998). ICP-MS’de genelde ¢ogunlukla
kullanilan kiitle dedektorii kuadrupoldiir (Thomas, 2004). ICP-MS cihazinda ETP
(Elecron Transfer Photomultiplier) dedektériine ulasan iyonlar aktif yiizeyler olan dinodlara
carparak elektron koparirlar. Bu elektron akimi belirli 6lgiilebilen bir sinyal olusturur ve bir

saniyede sayilan iyon sayisi tiiriinden tespit gergeklestirilir (Koppenaal ve ark., 2005).

2.10. Caliyma Materyaleri Hakkinda Botanik Bilgi

2.10.1. Amaranthus retroflexus L. (AR)

Dik goriiniimlii, 15-100 cm boyunda tek yillik bir bitkidir. Govde kisa ve yogun
tiyliidiir. Yapraklar 3-7 cm boyunda ve tiiysiizdiir. Infloresansi yogun ¢icekli yalanci
spikalar genellikle braktesiz, ugtaki spikalar yanlardakinden daha uzun degildir.
Brakteoller sert ve sivri uglu, 3-6 mm’dir. Disi ¢igeklerin perianti 5 adet linearcuneat
tanspatulata dogru degisir, genellikle retus, kisa mucronulate segmentleri vardir. Meyve
burusuktur. Cigeklenme donemi 5-7. aylar arasidir. 1900 m’lere kadar yayilis1 goriiliir.
Diinya’da bir¢ok yerde yayilis gosterir. Tiirkiye’de Istanbul, Bursa, Sakarya, Ankara,
Bitlis ve Antalya bolgelerinde bilinir (Davis, 1967). Bitkinin toprak iistii kisim1 kurutlup
yemeklerde kullanilmaktadir (Fiorito ve ark., 2017). Bitki tiirkge yesil kokli tilki
kuyrugu, kaba koklii tilki kuyrugu, yesil amaranth, yabani pancar, horoz ibigi olarak

adlandirilir (Kadioglu ve ark., 2015).

2.10.2. Echinops viscosus DC. subsp. bithynicus (Boiss.) Rech f. (EV)

Govde ¢ok sayida, dalli, 1,5 m ye kadar veya daha fazla boyu uzar, olukludur, morumsu

renkli ¢ok hiicreli seta seklinde glandlaraveylanate tiiy durumuna sahiptir. Yapraklar

97



oblong-lanceolate dan oblonga dogru, 2-3-pinnatisect; laminanin yukarisi asag1 yukarisi
yogun glandular tiiylli, asagis1 beyaz lanate ve damarlarin {istli glandular tiiylii; spinleri
cesitli biliytikliiktedir. Bas seklindeki ¢igek her govdede birkag tane, cap1 10 cm kadar
ulagir. Capitulum 2,5-4 cm; Capitulumdan ¢ikan fircamsi tiiyler kapitulumdan daha
kisa, esit veya phyllarylerden daha uzun 10-24 mm boyundadir. Phyllaryler 20 mm ye
kadar uzar; distakiler 12-15 mm boyunda, tiiysiiz, puberulent veya glandular; ortadakiler
18 mm ye kadar uzar veya uzun dikenli ve 35 mm ye ulasir; en igteki ortaya yakin bir
yerden gevsek bir sekilde baglanmis 20-33 mm boyundadir. Korolla mavi, agik mavi
veya beyazimsi; tip 10-18 mm; loblar1 10-14 mm’dir. Akenleri 7-9 mm dir.
Pappusbristleleri boyunun yarisina kadar veya daha fazlasina yapisiktir. Cigceklenme
donemi nadiren 5-7. aylardadir. 1650 m lere kadar yayilisi goriiliir. Diinya da
Yunanistan, Kibris ve Girit’te yayilima sahipken, Tiirkiye’de Canakkale, Istanbul,
Bilecik, Zonguldak, Tokat, Kastamonu, Samsun, Izmir, Eskisehir, Nevsehir, Malatya,
Erzincan, Mugla, Isparta, Konya, Adana, Hatay, Sanliurfa ve Diyarbakir’da yayilis
gosterirler (Davis, 1975). Halk arasinda topuz (Giines ve Ozhatay, 2011), mor diken
olarakta (Sevgi ve ark., 2018) bilinmektedir.

2.10.3. Lathyrus tuberosus L. (LT)

Diizensiz olarak siirtinen ¢ok yillik yesil bir bitkidir. Govdeleri kanatsiz, 30-80 cm
boyunda, yumrulu kokleri bulunur. En istteki yapraklar belirgin bir sekilde tendrilli;
yaprakeiklar 1 veya daha fazla ¢iftli, dar eliptik, diiz; stipiiller kamamsi, yar1 sagittat.
Kaliks 5-7 mm; disleri esit degil, en alttaki dis kamamsi ve esit degildir. Ta¢ yapraklari
acik pembe, 11-15 mm boyunda. Legiim seritsi-dikdortgen, 20-40x4-7 mm, tiiysiizdiir.
Tohumlar 3-6 adet, yiizeyi belirgin bir sekilde tiiberkiillidiir. Ciceklenme donemi 6-8.
aylardir. Yetistigi bolgeler su cayirlari, ¢imenli alanlar ve nadas alanlaridir. 1000-2150
m arasindaki yiiksekliklerde yayilis gosterirler. Diinyada Kafkasya, Dogu Iran, Sibirya
ve Orta Asya’da yayilim gosterirken, Tiirkiye’de; Ankara, Erzurum, Kars, Van, Konya,

Kahramanmaras ve Hakkari’de yayilis gosterirler (Davis, 1970). Halk arasinda yoresel
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ismi kos koz olarak bilinir. Cicek, yaprak, meyve ve toprak altindaki yumrusunun

kabugu soyularak taze olarak tiiketilmektedir (Giines ve Ozhatay, 2011).

2.10.4. Chenopodium foliosum Asch (CF)

Tek veya ¢ok yillik tiiylii ve dik goriintimlidiir. Dip yapraklar triangular dan hastate’a
dogru veya rhombic’dir. Cigekler sapsiz, yogun, yuvarlaktir. Braktelerlinear-lanceolate,
en Usttekiler braktesizdir. Periant segmentleri, ilkin yesil renkli, daha sonra kirmizi ve
meyvesi kirmizi renkli goriiniir. Tohumlar vertical, koyu kirmizi-kahve renkli, diiz veya
kenarlar1 bitylimiis, yogun bir sekilde benekli ¢ukurludur. Cigeklenme dénemi 5-7. aylar
arasindadir. 1200-2800 metre arasinda yayilis gosterirler. Asya, Afrika ve Avrupa da
yayilig1 goriiliir. Tiirkiye’de Zonguldak, Ankara, Samsun, Ordu, Kiitahya, Nevsehir ve
Icel de yayilislar1 goriilmiistiir (Davis, 1967). Yoresel halk dilinde ciilek (Eker ve ark.,
2015) ve it lizimii olarak bilinen bitkinin meyveleri ¢ig olarak tiiketilmektedir (Aksakal
ve Kaya, 2008).

2.10.5. Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent (CP)

Govdenin i¢i bos, tliysiiz, diktir. Yapraklarin kenari disli, yuvarlagimsi-yuvarlak arasi,
laminanin tabanini gevreleyen bir siniis vardir. Periant kisimlari sari-altin saris1 arast, 7-
9 adet, sekilleri farklidir, eliptik ovat veya obovat goriintimlii, 18-23 mm boyundadir.
Folikiiller yesilimsi 12-16 mm boyunda, gagali ve 1-4 mm’dir. Cigeklenme donemi 4-7.
aylar arasindadir. Diinyada Bulgaristan, Kuzey ve Kuzey Dogu iran da yayilis
gosterirken, Tiirkiye’de Kastamonu, Gilimiishane, Bayburt, Artvin, Kars, Nigde,
Tunceli, Erzurum, Van ve Hakkari’de yayilis goriiliir (Davis, 1965). Halk arasinda
yoresel ismi lilipar, bizbizik olarak bilinir. Tiim kisimlar1 kavrularak veya gorbasi

yapilarak tiiketilmektedir (Giines ve Ozhatay, 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Malzeme, Coziicii, Reaktif ve Standart Maddeler

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) reaktifi, Folin-Ciocalteu reaktifi (2N), Neokuproine,
Bakar(I) kloriir dihidrat, Ferulik asit, protokatekaldehit Fluka (Almanya) firmasindan,
potasyum persiilfat (K;S;0g), seliilloz (toz halinde), askorbik asit, benzoik asit,
epigallokatesin gallat gallik asit, gentisik asit, kafeik asit, katekhin hidrat, klorojenik
asit, p-hidroksi benzoik asit, p-kumarik asit, protokatekuik asit, vanilin, rosmarinik asit,
salisilik asit, sinapik asit, siringik asit, siringaldehit, vanillik asit, 6-hidroksi-2,5,7,8
tetrametilkroman-2 karboksilik asit (Troloks), metanol (HPLC derecede), etanol (HPLC
derecede) asetonitril (HPLC derecede), donar asetik asit, sodyum hidroksit, sodyum
kloriir, hidroklorik asit (%37), nitrik asit, n-hekzan, isopropanol, TPTZ (2,4,6-tri[2-
pridil]-s-triazin  Sigma (Almanya) firmasindan, amonyum asetat Riadel-de haén
(Almanya) firmasindan, sodyum karbonat, sodyum asetat trihidrat (C,HsNaO,3H,0),
stilfirik asit Merck (Almanya) firmasindan, ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit)) %99,11 (HPLC) CHEM-IMPLEX firmasindan, 10 pg/mL derisimli multi
element ve 10 pg/mL derisimli Hg ICP-MS standartlar1 PerkinElmer firmasindan temin

edilmistir.

3.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Calismada, CHRIST ALPHA 1-2 LD plus (Osterode am Harz, Almanya) marka
liyofilizator SARTORIUS CP 224s analitik terazi, METTLER TOLEDO XP 6 mikro
analitik terazi, BRAND TRANSFERPETTE marka otomatik mikro pipetler (20-200 uL
vel00-1000 uL), EPPENDORF (Almanya) marka otomatik mikro pipetler (5000 pL
vel0000 pL), YELLOW LINE model vorteks cihazi, Azot gazi ve tiipii, HANNA
model pH metre, IKA All BASIC model degirmen, RETSCH AS 200 model elek,
HEIDOLPH LABORAT 4000 evaporator, IKA evaporatdor, BANDELIN SONOREX
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model 50/60 Hz 180/640 watt (Almanya) ultrasonik banyo, JASCO V-650 UV/VIS
spektrometre (Tokyo Japonya), Agilent Ultivo Triple Quadrupole LC-MS/MS( USA),
GC-FID/MS (Agilent 7890A GC / 5975C MS Series-Santa Clara, CA, USA), CEM
marka MARS6 ONE TOUCH (USA) model mikrodalga pargalayict firin, ICP-MS (
NexION® 2000 PerkinElmer® Inc., USA), Ultra saf su cihazi (Human power I, Giiney
Kore), Biotage marka azot altinda ugurma, GERHARD orbital ¢alkalayici, MEMMERT

marka etiiv 1 cm’lik 1,5 mL’lik kuvars kiivetler kullanildi.

Calismada, CHRIST ALPHA 1-2 LD plus (Osterode am Harz, Almanya) marka
liyofilizator SARTORIUS CP 224s analitik terazi, METTLER TOLEDO XP 6 mikro
analitik terazi, BRAND TRANSFERPETTE marka otomatik mikro pipetler (20-200 uL
vel00-1000 uL), EPPENDORF (Almanya) marka otomatik mikro pipetler (5000 pL
vel0000 pL), YELLOW LINE model vorteks cihazi, Azot gazi ve tiipi, HANNA
model pH metre, IKA All BASIC model degirmen, RETSCH AS 200 model elek,
HEIDOLPH LABORAT 4000 evaporator, IKA evaporator, BANDELIN SONOREX
model 50/60 Hz 180/640 watt (Almanya) ultrasonik banyo, JASCO V-650 UV/VIS
spektrometre (Tokyo Japonya), Agilent Ultivo Triple Quadrupole LC-MS/MS( USA),
GC-FID/MS (Agilent 7890A GC / 5975C MS Series-Santa Clara, CA, USA), CEM
marka MARS6 ONE TOUCH (USA) model mikrodalga pargalayici firin, ICP-MS
(NexION® 2000 PerkinElmer® Inc., USA), Ultra saf su cihazi (Human power I, Giiney
Kore), Biotage marka azot altinda ugurma, GERHARD orbital ¢alkalayici,, MEMMERT

marka etiiv 1 cm’lik 1,5 mL’lik kuvars kiivetler kullanildi.

3.3. Numune Hazirlama

Calismada kullanilan bitki 6rneklerinin teshisleri Bingdl Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji boliimiinde Prof.Dr. Liitfi BEHCET tarafindan yapildi ve kurutulmus
bitki 6rnekleri Bingdl Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Herbaryumu’nda (BIN)
saklanmaktadir. Bitkilerin isimleri, toplanma yerleri, toplanma zamanlar1 ve herbaryum

numaralar1 Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1: Bitkilerin isimleri, toplanma yerleri, toplanma zamanlari ve herbaryum

numaralari.

) Toplandig1 Yer Toplanma Herbaryum
Bitkinin Ismi ve Zamani Numarasi
kisalmasi _

Amaranthus A9: Kars, Kafkas Universitesi lojmanlari ¢evresi, 07.08.2017 BIN5715
retroflexus L. (AR)  step, 40° 34' 966" K 43° 03'850" D, 1759 m,

Leg.: DURSUNOL, Det.:L. BEHCET
Echinops viscosus B9: Igdir, Tuzluca ilgesi kamugli—Karabulak 06.08.2017 BIN5714
DC. subsp.  koyleri, arasi yol kenari, step, 39° 59' 769"K 43°
Bithynicus (Boiss.) 43'462" D, 1301m, Leg.. DURSUNO2, Det..L.
Rech. f. (EV) BEHCET
Lathyrus tuberosus A9: Kars, Kafkas Universitesi lojmanlar1 ¢evresi, 07.08.2017 BIN5713
L. (LT) step, 40° 34' 966" K, 43° 03' 850" D, 1759 m,

Leg.: DURSUNO3, Det.:L. BEHCET
Chenopodium A9:Kars, Kafkas Universitesi lojmanlar1 cevresi, 07.08.2017 BIN5712
foliosum Asch (CF)  step, 40° 34' 966" K, 43° 03'850" D, 1759 m,

Leg.: DURSUNO4, Det.:L. BEHCET
Caltha polypetala B9: Igdir, Kara ¢comak koyii Giineydogusu nemli  02.05.2019 BIN6430

Hochst. Ex Lorent
(CP)

cayir, 39° 45 '432 " K, 43° 55' 850"D2200-2234
m, Leg.: DURSUNOS, Det.: L. BEHCET

AR, EV, LT, CF, CP bitkilerinin toprak {istii kisitmlar1 giines 1s1gindan korunarak en
kisa silirede laboratuvar ortamina alindilar. Numuneler dogrudan giines almayacak
sekilde serin ve kuru havada nemi kalmayacak sekilde kurutuldular. Numunelerin bir
kism1 ise CHRIST ALPHA 1-2 LD plus marka liyofilizator kullanilarak nemi
kalmayacak sekilde kurutuldu. Bitkilerin resimleri, herbaryum kayitlar1 Ek Sekil 1-5° te

verilmistir.

Kuruyan numuneler bigak yardimu ile ilk 6nce 1-2 cm oluncaya kadar kiiciiltiildii. Daha
sonra numuneler IKA A1l BASIC model bir degirmende o6giitiilerek kiigiik pargaciklar
haline getirildi. Numune parcaciklart RETSCH AS 200 model bir elek sallayicida
elenerek 125 pm’den kiigiik, parcacik biyiikliigiine getirildi. Elde edilen numuneler
renkli siselere alindi, siselerin bos kisimlarindaki hava azot gazi ile degistirilerek

sizdirma olmayacak bir sekilde kapaklar1 kapatildi ve +4°C de karanlik bir ortamda
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muhafaza edildi. Bitkilerin isimleri ve kurutulma yontemlerinin kisaltmalar1 Tablo 3.2’

verilmistir. Bundan sonra bu kisaltmalar kullanilacaktir.

Tablo 3.2. Bitkilerin isimleri ve kurutma yonteminin kisaltmalari.

Bitkilerin Bitkilerin
e i Serin ve kuru havada Liyofilizatorde
Bitkinin Ismi kurutma kurutma
Amaranthus retroflexus L. ARH ARL
Echinops viscosus DC. subsp.
Bithynicus (Boiss.) Rech. f. EVH EVL
Lathyrus tuberosus L. LTH LTL
Chenopodium foliosum Asch CFH CFL
Caltha polypetala Hochst. Ex CPH CPL

Lorent
ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus; EVH: Echinops viscosus DC. subsp.

Bithynicus (Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus; LTH: Lathyrus tuberosus L. havada kurutulmus;
CFH: Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus; CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex
Lorent havada kurutulmus, ARL: Amaranthus retroflexus L. liyofilizatorde kurutulmus; EVL:
Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatérde kurutulmus; LTL:
Lathyrus tuberosus L. liyofilizatorde kurutulmus; CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatérde

kurutulmus; CPL: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatérde kurutulmus.

3.4. Ekstraksiyon Deneyleri

3.4.1. Soxhlet Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Soxhlet ekstraksiyonu (SE) i¢in parcacik boyutu 125 pm’den kii¢iik olan numunelerden
5’er gram 0,1 mg hassasiyetle tartilarak 6nceden ayni ekstraksiyon ¢oziiciisii ile yikanan
ekstraksiyon kartusuna alindi. Tiim bitki 6rneklerinin her biri i¢in hazirlanan kartuslar
100 mL hacimli Soxhlet ekstraktoriine dikkatli bir sekilde yerlestirildi ve kaynama
balonuna 150 mL etanol:su (1:1, v/v) ekstraksiyon ¢6ziiciisli ve yeteri kadar kaynama

tas1 konuldu. 8 saat (30-32 sifon) boyunca ekstraksiyon haznesindeki 6rnek kartusundan
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renkli sifon gelmeyinceye kadar ekstraksiyona devam edildi. Tiim numuneler i¢in ayni
islemler ¢oziicli olarak HPLC derecede etanol kullanilarak tekrar edildi. SE’ye 8 saat
(36-40 sifon) boyunca ekstraksiyon haznesindeki Ornek kartusundan renkli sifon
gelmeyinceye kadar devam edildi. SE sonrasinda elde edilen tiim ekstraktlar partikiil
kalmamas1 i¢in mavi bant siizge¢ kagidindan siiziildii ve sabit tartima getirilmis darasi
alinmis temiz bir cam balona alinarak doner buharlastiricida kurutuldu. Daha sonra cam
balonun i¢indeki hava azot gazi ile degistirilerek sizdirmaz bir sekilde kapagi

kapatilarak sabit tartima gelmesi i¢in desikatore konuldu.

Etanol:su (1:1, v/v) c¢oziiclisii ile elde edilen kuru ekstraktlarin miktar1 0,1 mg
hassasiyetle tartilarak belirlendi ve ayni ¢oziicii kullanilarak konsantrasyonu bilinen
birer stok ¢ozelti haline getirildiler. Ayni islemler HPLC derecede etanol ile elde edilen
kuru ekstraktlara da uygulandi ve tiim stok ¢6zeltiler 100 mL’lik amber renkli bir cam
sise icine alindi. Siselerin ig¢indeki hava azot gaziyla degistirilerek kapaklar1 sikica

kapatildi ve ileri analizler i¢in +4 °C’de sogutucuda saklandilar.

3.4.2. Ultrasonik Destekli Ekstraktlarin Hazirlanmasi

125um’den kii¢iik pargacik boyutuna sahip numunelerin her birinden 250 mL’lik bir
erlene 0,1 mg hassasiyetle tartilmig yaklagik 5’er gram numune ile 100 mL etanol:su
(1:1 v/v) ekstraksiyon ¢oziiciisii konuldu ve erlenin agzi sikica kapatilarak BANDELIN
SONOREX (50/60 Hz, 180/640 watt Almanya) model bir ultrasonik banyoda 40 dakika
stireyle ekstraksiyona tabi tutuldu. Bu sirada sicaklik 25-37°C araliginda olacak sekilde
kontrol edildi. Ultrasonik destekli ekstraksiyondan (UDE) elde edilen ekstrakt, partikiil
kalmamasi i¢in mavi banttan siiziildii ve sabit tartima getirilerek darasi alinmis temiz bir
cam balona alinarak doner buharlastiricida kurutuldu. Daha sonra cam balonun i¢indeki
hava azot gazi ile degistirildi ve sizdirma yapmayacak sekilde kapagi kapatilarak sabit

tartima gelmesi i¢in desikatore konuldu.
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Sabit tartima getirilen kuru ekstraktin miktar1 0,1 mg hassasiyetle tartilarak belirlendi ve
tekrar etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisii ile ¢oziilerek konsantrasyonu bilinen bir stok ¢6zelti
haline getirildi. Bu sekilde elde edilen konsantrasyonu ve hacmi bilinen stok ¢ozeltiler,
151k almayacak sekilde 100 mL’lik amber renkli cam siseler icine alindi. Siselerin
icindeki hava azot gaziyla degistirilerek kapaklar1 sikica kapatildi ve ileri analizler i¢in

+ 4°C’de sogutucuda saklandi.

3.4.3. Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (Accelerated Solvent Extraction-ASE)

Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

ASE islemleri Anadolu Universitesi Bitki, flag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi’nde
(AUBIBAM) Dionex ASE300 cihazinda gerceklestirilmistir. 125um’den kiigiik bitki
orneklerinin her birinden 0,1 mg hassasiyetle tartilmis yaklasik 15’er gram numunenin
ekstraksiyonlari; etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisii ile 100°C’de, 1500 psi basingta, 100 mL
ekstraksiyon hiicresi kullanilarak, 10 dakika statik, % 60 flush (yikama), 90 saniye
purge (N ile tahliye), toplam siire 20 dakika olacak sekilde gerceklestirilmistir.

ASE sonrasinda elde edilen ekstraktlarda partikiill kalmamasi i¢in mavi banttan
stiziildiiler ve sabit tartima getirilmis darasi alinmig temiz cam balonlara alinarak doner
buharlasgtiricida kurutuldular. Daha sonra cam balonlarin igindeki hava azot gazi ile
degistirildi. Balonlar sizdirma yapmayacak sekilde kapagi kapatilarak sabit tartima

gelmeleri icin desikatore konuldular.

Kuru ekstraktlarin miktar1 0,1 mg hassasiyetle tartilarak belirlendi ve tekrar etanol:su
(1:1, v/v) ¢oziciusii ile ¢oziilerek konsantrasyonu bilinen birer stok ¢o6zelti haline
getirildiler. Konsantrasyonu ve hacmi bilinen stok ¢ozeltiler 151k almayacak sekilde 100

mL’lik amber renkli birer cam sise igine alindi. Siselerin igindeki hava azot gaziyla
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degistirilerek kapaklar1 sikica kapatildi ve ileri analizler igin +4 °C’de sogutucuda

saklandilar.

3.5. Folin-Ciocalteu Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini

0,2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi: Hazir satin alinan 2 N’lik Folin-Ciocalteu ¢6zeltisinin

saf su ile 1:10 oraninda seyreltilmesi ile hazirlandi.

% 7,5’lik (a/h) Na,COj3 ¢ozeltisi: 0,1 mg hassasiyetle tartilan 7,5 g Na;CO3’mn 100 mL

saf suda ¢oziilmesiyle hazirlandi.

Stok gallik asit ¢ozeltisi (1 mg/mL): 0,1 mg hassasiyetle tartilmis 10 mg gallik asidin 10

mL metanolde ¢ozlilmesiyle hazirland.

SE, UDE ve ASE’den elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri,
Slinkard ve Singleton’un (1977) metodunda kii¢iik degisiklikler yapilarak gallik asit
esdegeri cinsinden hesaplandi. Gallik asit metanolde ¢6ziilerek, derisimleri 7,81; 15,63;
31,25; 62,5; 125, 250 ve 500 ug/mL olan 7 adet standart ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan
gallik asit standart ¢ozeltilerinin her birinden 50 pL aliarak 15 mL’lik kapakli plastik
falkon tiipiine konuldu. Daha sonra {izerlerine 2,5 mL saf su ilave edildi. Bu karisima
0,2 N’lik Folin-Ciocalteu reaktifi ¢ozeltisinden 250 pL ilave edildi ve vorteksle
karistirildi. Oda sicakhiginda 3 dakika bekletildikten sonra % 7,5°lik Na,COs3
¢ozeltisinden 750 uL ilave edildi. Karisim tekrar vortekslenerek iyice karistirildi ve oda
sicakliginda 2 saat bekletildi. JASCO V-650 UV/VIS spektrofotometre cihazi
kullanilarak 765 nm’de absorbans degeri 6l¢iildii. Ayni islemler standart c¢ozeltiler
yerine SE, UDE ve ASE ekstraktlarindan kendi ¢oziiciileriyle seyreltmek suretiyle
hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyonlu ¢ozeltilerden alinan 50 pL’lik kisimlar iizerinde

tekrar edildi

AA = A2-Al (3.1)
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Calismada her bir ornek ii¢ defa analiz edilmis ve ortalama degerler kullanilmigtir. Kor

olarak saf su kullanildi. Saf su absorbansi A1 ve ekstraktin absorbansi A2 olmak tizere

esitliginden absorbans farklari hesaplandi (Denklem 3.1). Gallik asit standartlarinin
derigimlerinin absorbans farklarina karsi1 grafige gecirilmesiyle kalibrasyon grafigi elde
edildi. Kalibrasyon grafigi kullanilarak ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi mg
gallik asit esdegeri (GAE)/100 g hava kurusu numune =+ standart sapma (SS) olarak

verildi.

3.6. Antioksidan Tayin Metodlar:

3.6.1. CUPRAC (Bakir(Il) iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasite) Yontemiyle
Antioksidan Aktivite Tayini

102 M Cu(IDKloriir ¢dzeltisi: 0,1 mg hassasiyetle CuCl,.2H,0’den 0,4262 g alinip

¢Oziildi ve su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

7,5.10°M Neokuproin(Nc) ¢ozeltisi: 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin)’den 0,1
mg hassasiyetle 0,0390 g tartilip % 96°lik etil alkolde ¢oziildii ve ¢ozelti hacmi 25

mL’ye tamamlanmak hazirlandi.

1 M Amonyum asetat ¢ozeltisi (pH=7): NHsAc’dan 19,27 g 0,1 mg hassasiyetle tartilip,

¢oziildii ve su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

1,0.10° M Troloks stok ¢ozeltisi: 0,1 mg hassasiyetle 0,0125 g tartim alinip metanolde

¢oziildi ve yine metanol ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

CUPRAC (Bakir(Il) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite) yontemiyle antioksidan
aktivite tayini Apak ve arkadaslarinin (Apak ve ark., 2004) gelistirdigi yonteme gore

belirlenmistir. Kapakli 15 mL’lik falkon tiiplerinin i¢ine bakir (II) ¢ozeltisi, neokuproin
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¢ozeltisi ve amonyum asetat tamponundan sirasiyla 1’er mL eklendi. Uzerine (x) mL
ornek ¢ozeltisi (veya standart madde) ve (1-x) mL H,O ilave edildi. Toplam hacim 4,1
mL olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan c¢ozeltiler vorteks ile iyice
karistirildi. Tiiplerin kapaklar1 sikica kapatilarak bir orbital galkalayiciya yerlestirilerek
karanlik ortamda ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca 200 rpm’de ¢alkalandi. Bu siire
sonunda ic¢inde ornek bulunmayan referans ¢ozeltiye karst JASCO V-650 UV/VIS

spektrofotometre cihazi kullanilarak 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

Referans Cozelti: 1 mL Cu(Il) +1 mL Nc+1 mL NH4Ac +1,1 mL H,O

Ornek Cozelti: 1 mL Cu(Il)+1 mL Nc+1 mL NH4Ac +x mL antioksidan+(1,1-x)
mL Hzo

CUPRAC yénteminde standart olarak metanolde hazirlanmis 1,0x10° M troloks’un
farkli hacimleri alarak islemler yapildigi icin, seyrelme etkisi ile elde edilen son
konsantrasyonlart Denklem 3.2°’ye gore hesaplandi. Tablo 3.3’de verilen son
konsantrasyonlarin absorbans farklarina Kkargi grafige gecirilmesiyle dogrusal bir

kalibrasyon grafigi elde edildi.

M xVi=Myx Vs (32)

Burada;

M;:Troloksun baslangi¢ konsantrasyonu
Vi:Alian Troloks hacmi

Ma: Troloksun son konsantrasyonu

V,: CUPRAC yonteminin toplam hacmi (4,1 mL)
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Tablo 3.3: Troloksun (TR) hacim-konsantrasyon degerleri
Alnan Hacim

Son Konsantrasyon

(L) (M)

50 1,22 x10”
100 2,44 x107
150 3,66x10™
200 4,88x107
250 6,10x10”

SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)’den elde edilen bitki ekstraktlar
ayrn ayrt CUPRAC yontemi uygulandi, denemeler 3’er kez tekrarlandi ve toplam
antioksidan kapasiteleri (TAC) mmol troloks esdegeri (TE)/kg kuru bitki cinsinden
Denklem 3.3’e (Tufan, 2012) gore belirlendi.

X P (3.3)

Absorbanskaym . Toplam hacim ~ Toplam ekstre hacmi (mL)

TACumoltz= ) ) — .
_ Enraloks Alman drnek hacmi Bitla miktar: (g)

3.6.2. QUENCHER-CUPRAC Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini

QUENCHER-CUPRAC prosediirii, Tufan ve arkaslari tarafindan (Tufan ve ark., 2013)
aciklanan yonteme gore yapildi. Tanecik boyutu 125 pm’den kiigiik bitki
numunelerinden plastik kapakli 15 mL falkon tiipiiniin i¢erisine 1 ug hassasiyetle 10 mg
tartilarak alindi. Daha sonra tizerine etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde hazirlanan toplam
hacmi 4,1 mL olacak sekilde CUPRAC reaktif ¢ozeltisi (sirasiyla bakir (II) ¢ozeltisi,
neokuproin ¢dzeltisi ve amonyum asetat tamponundan sirasiyla 1’er mL ve 1,1mL
etanol:su (1:1, v/v)) eklenerek reaksiyon baslatildi. Reaksiyon karigimi 1 dakika
stiresince vortekslendikten sonra bir orbital calkalayiciya yerlestirilerek karanlikta ve

oda sicakliginda 40 dakika boyunca 200 rpm’de ¢alkalamaya devam edildi. Reaksiyon
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sonunda karisim 4 dakika boyunca 4500 rpm’de santrifiijlendi ve elde edilen berrak
cozelti spektrofotometrik dlgiim oncesi 0,45 um (AFG Scientific MCE-45/25) siringa
filtre ile stiziildii. Absorbans degerleri JASCO V-650 UV/VIS spektrometre cihazi
kullanilarak 450 nm’de Ol¢ildii. Her bir 6rnek {i¢ defa analiz edilmis ve ortalama

degerler kullanilmistir.

Absorbans degerleri elde edilen kalibrasyon dogrusunu olusturan araligin disina ¢iktigi
durumlarda CUPRAC reaktif ¢ozeltisine inert olan seliilozla seyreltilmistir (Tufan ve
ark., 2013). Bu amagla havada kurutulmus toz halinde olan 125um’den kii¢iik ARH ve
Absorbans degerlerinin, elde edilen kalibrasyon dogrusu araliginin disina ¢iktigi
durumlarda, CUPRAC reaktif ¢ozeltisi inert olan seliilozla seyreltilmistir (Tufan ve ark.,
2013). Bu amagla, havada kurutulmus parca boyutu 125um’den kiigiik ARH ve CFH
ornekleri toz haldeki seliilozla agirlik¢a 1:10, EVH 6rnekleri 1:40, LTH 6rnekleri 1:20,
CPH ornekleri 1:80 oraninda karistirilarak seyreltilmistir. Liyofilizator ile kurutulmus
pargacik boyutu 125 pm’den kiigiik ARL, CFL 6rnekleri toz haldeki seliilozla agirlik¢a
1:10, EVL Ornekleri 1:80, LTH ornekleri 1:20, CPL o6rnekleri 1:40 oraninda
karigtirilarak seyreltilmistir. Toplam antioksidan kapasite (TAC) Denklem 3.4’de
(Tufan, 2012) goriildiigii gibi mmol TE/Kg cinsinden hesaplandi.

Absorbans=kay Toplam hacim ]
TAChmiie= — O X I 34)

Eirolos Alman érmel hacmi

3.6.3. ABTS/TEAK ( Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi ) Yontemiyle
Antioksidan Aktivite Tayini

ABTS-" stok ¢ozeltisi: 0,1 mg hassasiyetle 0,0960 g ABTS tartilarak deiyonize su ile

¢oziildii ve hacmi 25 mL’ye tamamlanarak 7 mM ¢ozelti olarak hazirlandi. Bu ¢ozelti
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icine son konsantrasyonu 2,45 mM olacak sekilde 0,1 mg hassasiyetle 0,0166 g K;S,0s
(potasyum persiilfat) tartilarak ilave edildi. Elde edilen ABTS stok c¢ozeltisi oda
sicakliginda ve karanlikta, 12-16 saat bekletilmek suretiyle hazirland1 (Re ve ark.,
1999).

ABTS-" calisma ¢ozeltisi: ABTSe"stok ¢ozeltisinin etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisii ile 734
nm’de 0,750-0,800 absorbans araligina kadar seyreltilmesi ile giinliik olarak taze
hazirlanmistir (Serpen ve ark., 2012a; Serpen ve ark., 2012b). 10 mL ABTSe" stok
¢ozeltisinden yaklasik 800 ml ABTS+" calisma ¢ozeltisi elde edildi.

ABTS<"yontemiyle antioksidan aktivite tayininde sonuglar, troloks standardimnin
metanolde hazirlanmis 0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2; 2,4 mM (radikal reaksiyon ¢ozeltisindeki
troloks derisimi 0; 4; 8; 12; 16; 20; 24 uM olacak sekilde) konsantrasyonlarinin
absorbans farklarina karsi elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak, mmol
troloks esdegeri/kg cinsinden toplam antioksidan kapasite olarak verilmistir. Kapakli 15
mL’lik falkon tiiplerinin i¢ine her bir troloks standart ¢ozeltisinden 0,1 mL alinip
tizerlerine 9,90 mL ABTS-"calisma ¢ozeltisinden ilave edilerek reaksiyon ¢ozeltisindeki
troloks derisimi 0; 4; 8; 12; 16; 20; 24 uM olacak sekilde ayarlandi. Kontrol i¢in kapakli
15 mL’lik falkon tiiplerinin igine 0,1 mL etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisi, tizerine 9,90 mL
ABTSe" calisma c¢ozeltisinden ilave edildi ve tim tipler 1 dakika siiresince
vortekslendikten sonra bir orbital ¢alkalayiciya yerlestirilerek karanlik ortamda ve oda
sicakliginda 200 rpm’de calkalanarak 30. dakika sonunda JASCO V-650 UV/VIS
spektrometre cihazi kullanilarak 734 nm’de absorbans degerleri olgiildii. Troloks
standardinin farkli konsantrasyonlar1 ii¢ defa analiz edilmis ve ortalama degerler

kullanilmastir.

SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)’den elde edilen ekstraktlar, Serpen
ve arkadaslarmin (2012a; 2012b) metodunda kiiciik degisiklikler yapilarak ABTSe"

serbest radikal giderme antioksidan aktivite degerleri yoniinden incelendiler. Islemler
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yukarida aciklanan prosediirde troloks standart ¢ozeltisi yerine numune ekstraktlari
kullanilarak aym1 sekilde gergeklestirildi. Elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamasindan korlerin ortalamasi ¢ikarildi. Bu degerden % 1nhibisyontm|okS Denklem

3.5 ve % Inhibisyonsme Denklem 3.6 kullanilarak hesaplandi.

% Radlkal Sﬁpﬁrrnetromksz[ (AbS kontro|—AbStr0|oks)/Abs kontro|] X 100. (3.5)

% Radlkal Silpilﬂneomek:[ (AbS kontr()]_Absomek)/Abs kontr0|] X 100 (36)

3.6.4. QUENCHER-ABTS/TEAK ( Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi )
Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini

QUENCHER-ABTS prosediirii ile antioksidan aktivite 6l¢iimii Serpen ve arkadaglar
(Serpen ve ark., 2012a; Serpen ve ark., 2012b) tarafindan agiklandigi gibi ABTSe"
radikal ¢ozeltisi kullanilarak direkt kati-sivi yiizey etkilesimi esasina goére yapildi.
125um’den kiigiik pargacik boyutlu bitki 6rneginden 1 pg hassasiyetle tartilan 10 mg’lik
bir kisim plastik kapakli 15 mL’lik bir falkon tiipiiniin igerisine konuldu. Reaksiyon,
etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde hazirlanan ABTS+" calisma ¢ozeltisinden 10 mL ilave
edilerek 1 dakika siiresince vortekslenmek suretiyle baglatildi. Daha sonra bir orbital
calkalayiciya yerlestirilerek karanlik ortamda ve oda sicakliginda 27 dakika boyunca
200 rpm’de calkalandi. Reaksiyon sonunda karisim 2 dakika boyunca 4500 rpm’de
santrifiijlendi ve elde edilen berrak ¢ozeltilerin absorbanslart 734 nm’de, 30 dakikalik
reaksiyon siiresinin bitiminde 0,45 pm gozenek biiyiikliigiine sahip (AFG Scientific
MCE-45/25) siringa filtreden yapilan siizme isleminden sonra JASCO V-650 UV/VIS
spektrometre cihazinda 6l¢iildi. QUENCHER-ABTS yontemiyle toplam antioksidan
aktivite tayininde sonuglar, troloks ile elde edilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak,

mmol troloks esdegeri (TE)/kg cinsinden verilmistir.
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Absorbans degerlerinin elde edilen kalibrasyon dogrusu araliginin disma c¢iktigi
durumlarda ABTSe" reaktif ¢ozeltisine inert olan seliilozla seyreltilmistir (Serpen ve
ark., 2012a; Serpen ve ark., 2012b). Bu amagla havada kurutulmus 125pum’den kiigiik
parca biiyiikligine sahip ARH, EVH, LTH, CFH ornekleri toz haldeki seliilozla
agirlikca 1:10, CPH o6rnekleri 1:40 oraninda karistirilarak seyreltilmistir. Liyofilizator
ile kurutulmus 125 pm’den kii¢iik parcacik boyutlu ARH, EVH, LTH, CFH ornekleri
toz haldeki seliilozla agirlikca 1:10, CPL ornekleri 1:40 oraninda karistirilarak

seyreltilmistir.

3.6.5. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini

DPPH? stok ¢ozeltisi: 0,1 pug hassasiyetle 40 mg DPPH"amber renkli bir dereceli balona
aliarak tlizerine 100 mL etanol eklenip kapag: sikica kapatildi ve oda sicakliginda
karanlik ortamda 1 saat manyetik karistirici yardimiyla karigtirildi. Daha sonra yine
karanlik ortamda 1 saat ultrasonik banyoda karistirildiktan sonra tizerine 100 mL saf su
ilave edildi. Boylelikle etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde 0,5 mM 200 mL DPPH stok

¢ozeltisi hazirlanmis oldu (Brand-Williams ve ark., 1995).

DPPHe calisma ¢ozeltisi: 0,5 mM 200 mL DPPH stok ¢ozeltisinin yaklagik 800 mL
etanol:su (1:1, v/v) karisimi ile 525 nm’de 0,750-0,800 absorbans araligina kadar
seyreltilmesi ile 0,1 mM DPPH calisma ¢ozeltisi giinliik olarak hazirlanmistir (Brand-
Williams ve ark., 1995).

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemiyle antioksidan aktivite tayininde sonuglar,
troloks standardinin metanolde hazirlanmis 0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2; 2,4 mM’lik
konsantrasyonlariin (radikal reaksiyon ¢ozeltisindeki troloks derisimi 0; 4; 8; 12; 16;
20; 24 uM olacak sekilde) absorbans farklarina karsi ¢izilen kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak, mmol TE/kg cinsinden toplam antioksidan kapasite olarak verilmistir.
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Kapakli 15 mL’lik falkon tiipii i¢ine her bir troloks standart ¢ozeltisinden 0,1 mL alinip
tizerlerine 9,90 mL DPPHecalisma ¢6zeltisinden ilave edilerek reaksiyon ¢ozeltisindeki
troloks derisimi 0; 4; 8; 12; 16; 20; 24 uM olacak sekilde ayarlandi. Kontrol ¢ozeltisi
i¢cin 0,1 mL etanol:su (1:1, v/v) ¢6ziiciisii tizerine 9,90 mL DPPH ¢alisma ¢ozeltisinden
ilave edildi. Troloksun farkli konsantrasyonundaki ¢ozeltileri ve konrol tiipleri 1 dakika
stiresince vortekslendi. Daha sonra tiipler bir orbital calkalayiciya yerlestirilerek
karanlik ortamda ve oda sicakliginda 200 rpm’de ¢alkalandilar. 30 dakika sonunda
JASCO V-650 UV/VIS spektrometre cihazi kullanilarak 525 nm’de absorbans degerleri
oOl¢iildii. Troloks standardinin farkli konsantrasyonlar1 ve kontrol {i¢ defa analiz edilmis

ve ortalama degerler kullaniimistir.

SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)’den elde edilen ekstraktlar, Brand-
Williams ve arkadaslarinin metodunda kii¢iik degisiklikler yapilarak DPPH serbest
radikal giderme antioksidan aktivite degerleri yoniinden incelendiler. Kapakli 15 mL’lik
falkon tiipiiniin i¢ine 0,1 mL bitki ekstrakti1 alinarak tizerine 9,90 mL DPPHe. calisma
¢ozeltisinden ilave edildi, kontrol i¢in 0,1 mL E:S (1:1, v/v) ¢6ziiciisii tizerine 9,90 mL
DPPH c¢alisma c¢ozeltisinden ilave edildikten sonra tipler 1 dakika siiresince
vortekslendi. Daha sonra tiipler bir orbital ¢alkalayiciya yerlestirilerek karanlik ortamda
ve oda sicakliginda 200 rpm’de ¢alkalanarak 30 dakika sonunda JASCO V-650 UV/VIS
spektrometre cihazi kullanilarak 525 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii. Her bir 6rnek
li¢ defa analiz edilmis ve ortalama degerler kullanilmistir (Brand-Williams ve ark.,
1995). Elde edilen absorbanslarin degerlerinin ortalamasindan korlerin ortalamasi
cikarildi. Bu degerden % radikal siiplirmegoioks denklem 3.5 ve % radikal siipiirmesmek

denklem 3.6 kullanilarak hesaplandi.

SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)’den elde edilen ekstraktlar, Brand-
Williams ve arkadaglarinin (1995) metodunda kiigiik degisiklikler yapilarak DPPH
serbest radikal giderme antioksidan aktivite degerleri yoniinden incelendiler. Her bir
islem, troloks standardi yerine bitki ekstraktlart kullanilarak yukarida agiklandig:

sekilde yapildi. Her bir 6rnek ii¢ defa analiz edilmis ve ortalama degerler kullanilmigtir
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Elde edilen absorbanslarin degerlerinin ortalamasindan korlerin ortalamasi ¢ikarildi. Bu
degerden % radikal siiplirmeyoioks Denklem 3.5 ve % radikal siiplirmesmex Denklem 3.6

kullanilarak hesaplandi.

3.6.6. QUENCHER-DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Yontemiyle Antioksidan
Aktivite Tayini

QUENCHER-DPPH prosediirii ile antioksidan aktivite 6l¢iimii Serpen ve arkadaglar
(2012a; 2012b) tarafindan agiklandigi gibi DPPH radikal ¢o6zeltisi kullanilarak direkt
kati-s1v1 ylizey etkilesimi esasina gore yapildi. Tanecik boyutu 125um’den kiigiik bitki
orneklerinden plastik kapakli 15 mL’lik bir falkon tiipiiniin igerisine 1 pg hassasiyetle
10 mg tartildi. Reaksiyon ¢oziiclisiinde (etanol:su (1:1, v/v)) hazirlanan 0,1 mM DPPH
calisma ¢ozeltisinden 10 mL ilave edildi ve kontrol i¢in kapakli bos bir 15 mL falkon
tiiptiniin i¢ine 10 mL DPPH calisma ¢6zeltisinden ilave edildi. Troloks satandardi igeren
tim tiipler ve kontrol tiipleri 1 dakika siiresince siddetli bir sekilde vortekslendi. Daha
sonra bir orbital ¢alkalayiciya yerlestirilerek karanlik ortamda ve oda sicakliginda 47
dakika boyunca 200 rpm’de ¢alkalandi. Reaksiyon sonunda karigim 2 dakika boyunca
4500 rpm’de santrifiijlendi ve elde edilen berrak ¢ozeltiler 50 dakikalik reaksiyon
sliresinin bitiminde 0,45 pm gozenek biyiikliigiine sahip siringa filtre (AFG Scientific
MCE-45/25) ile siiziildiikten sonra absorbanslar1 525 nm’de JASCO V-650 UV/VIS
spektrometre cihazi kullanilarak o6lgiildii. QUENCHER-DPPH yontemiyle toplam
antioksidan aktivite tayininde sonuglar, troloks ile elde edilen kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak, mmol TE/kg cinsinden verilmistir.

Absorbans degerlerinin elde edilen kalibrasyon dogrusu araliinin disina ¢iktig
durumlarda DPPH reaktif ¢ozeltisine inert olan seliilozla seyreltme islemi uygulanmigtir
(Serpen ve ark., 2012a; Serpen ve ark., 2012b). Bu amagla havada kurutulmus 125
um’den kiigiik pargacik boyutuna sahip ARH, EVH, LTH, CFH o6rnekleri toz haldeki
selillozla agirlikga 1:10, CPH ornekleri 1:40 oraninda karistirilarak seyreltilmistir.
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Liyofilizator ile kurutulmus 125um’den kiigiik pargacik boyutune sahip ARH, EVH,
LTH, CFH ornekleri toz haldeki seliilozla agirlik¢a 1:10, CPL 6rnekleri 1:40 oraninda

karistirilarak seyreltilmistir.

3.6.7. FRAP (Demir(III) indirgeme Antioksidan Giicii) Yontemiyle Antioksidan
Aktivite Tayini

300 mM 1 L Asetat tamponu (pH=3,6) (I) (% 50 etanollii): 16 mL buzlu asetik asit ve
3,1 g sodyum asetat trihidrat (C,HsNaO,3H,0) tartilip 1 L’ lik cam balona alinarak
etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde ¢oziildii. Cozeltinin pH’s1 kontrol edildi, gerektiginde
uygun asit ya da baz ile 3,6 ya ayarlandi ve hacmi 1 L’ ye tamamlandi.

25 mL 40 mM HCI: 82 uL derisik (%37°1ik) HCI etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisii ile 25
mL’ye tamamlandi.

15 mL 10 mM TPTZ (I1): 0,0468 g TPTZ tartilarak 15 mL 40 mM etanol:su (1:1, v/v)
¢Oziiclisiinde ¢oziildii.

15 mL 20 mM FeCl3.6H,0 (111): 0,0811 g FeCl3.6H,0 tartilarak 15 mL etanol:su su
(1:1, viv) ¢oziiciistinde ¢oziildii.

Etanolik FRAP reaktifi: I, 1l ve Il ¢ozeltileri sirasiyla; 10:1:1 oraninda karistirilir.
FRAP reaktifi giinliik olarak taze hazirland1 (Benzie ve Strain, 1996; Benzie ve Strain,
1999).

FRAP yontemiyle antioksidan aktivite tayininde sonuglar, troloks standardinin etanol:su
(1:1, v/v) ¢ozicisinde hazirlannmis 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2; 24 mM’lik
konsantrasyonlarinin (radikal reaksiyon ¢ozeltisindeki troloks derisimi 4; 8; 12; 16; 20;
24 uM olacak sekilde) absorbans farklarina karsi elde edilen kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak, mmol troloks esdegeri/kg cinsinden toplam antioksidan kapasite olarak
verilmistir. Kapakli 15 mL’lik falkon tiiplerinin igine her bir troloks standart
¢ozeltisinden 0,1 mL alinip iizerlerine 9,90 mL taze hazirlanmis FRAP reaktifi
cozeltisinden ilave edilerek reaksiyon ¢ozeltisindeki troloks derisimi 4; 8; 12; 16; 20; 24
uM olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda ¢alisilmistir. Numune korii tiiplerine 0,1

mL troloks standardi alinarak tlizerine 9,90 mL etanol:su (1:1, v/v) FRAP ¢oziiciisii
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eklendi; reaktif kori tiiplerine 0,1 mL etanol:su FRAP ¢6ziiciisii alinarak iizerine 9,90
mL FRAP reaktifi ¢ozeltisinden eklendi. Numune kori tiipleri disindaki tiim tiiplere 30
saniye araliklarla tek tek 9,90 mL FRAP reaktifi eklenerek, reaksiyon karisimi 1 dakika
stiresince vortekslendikten sonra reaksiyon baslatilmistir. Daha sonra bir orbital
calkalayiciya yerlestirilerek karanlik ortamda ve oda sicakliginda 200 rpm’de
calkalandilar. 40’mc1 dakikast dolan tipteki ¢ozeltinin JASCO V-650 UV/VIS
spektrometre cihazi kullanilarak 593 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii. Her bir troloks
standard1 ti¢ defa analiz edilmis ve ortalama degerler kullanilmistir (Benzie ve Strain,
1996; Benzie ve Strain, 1999).

SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)’den elde edilen ekstraktlar, Benzie
ve Strain tarafindan gelistirilen metotta kiigiik degisiklikler yapilarak FRAP (Demir(I1I)
Indirgeme Antioksidan Giicii) yontemiyle antioksidan aktivite tayini yoniinden
incelendiler. Kapakli 15 mL’lik falkon tiipiiniin i¢ine 0,1 mL bitki ekstrakti alinarak
tizerine 9,90 mL taze hazirlanmis FRAP reaktifi ¢ozeltisi ilave edildikten sonraki tiim
asamalar troloks standardinda oldugu gibi uygulandi. Her bir 6rnek ii¢ defa analiz
edilmis ve ortalama degerler kullanilmistir (Benzie ve Strain, 1996; Benzie ve Strain,
1999).

3.6.8. QUENCHER-FRAP (Demir(IIT) indirgeme Antioksidan Giicii) Yéntemiyle
Antioksidan Aktivite Tayini

QUENCHER-FRAP prosediirii ile antioksidan aktivite 6l¢iimii Serpen ve arkadaslarinin
(2012a; 2012b) yontemine gore yapildi. Bu deneylerde taze hazirlanmis FRAP reaktifi
cozeltisi kullanilarak direkt kati-sivi ylizey etkilesimi esas alindi. Tanecik boyutu
125pm’den kiigiik her bir bitki érneginden plastik kapaklt 15 mL’lik falkon tiipiiniin
igerisine 1 pg hassasiyetle 10 mg tartildi. Reaksiyon, ¢oziicilisiinde (etanol:su (1:1, v/v))
taze hazirlanmis FRAP reaktifi ¢6zeltisinden 30 saniye araliklarla tek tek 10 mL ilave
edilerek 1 dakika siiresince vortekslenerek baslatildi. Daha sonra bir orbital

calkalayiciya yerlestirilerek karanlik ortamda ve oda sicakliginda 37 dakika boyunca
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200 rpm’de calkalandi. Reaksiyon sonunda karisim 2 dakika boyunca 4500 rpm’de
santrifiijlendi ve elde edilen berrak ¢ozeltinin absorbansi, 30 dakikalik reaksiyon
siiresinin bitiminde 0,45 um gbdzenek biiyiikliigiine sahip bir siringa filtre (AFG
Scientific MCE-45/25) ile siiziildiikten sonra JASCO V-650 UV/VIS spektrometre
cihazt kullanilarak 593 nm’de 6lgiildi. QUENCHER-FRAP yontemiyle toplam
antioksidan aktivite tayininde sonuglar, troloks ile elde edilen kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak, mmol TE/kg cinsinden hesaplandi.

Absorbans degerlerinin elde edilen kalibrasyon dogrusu aralifinin disma c¢iktigi
durumlarda FRAP reaktif ¢ozeltisine inert olan seliilozla seyreltme islemi uygulanmistir
(Serpen ve ark., 2012a; Serpen ve ark., 2012b). Bu amagla havada kurutulmus
125pum’den kiiciik parcacik boyutuna sahip ARH, EVH, LTH, CFH oOrnekleri toz
haldeki seliillozla agirlikga 1:10, CPH ornekleri ise 1:40 oraninda karistirilarak
seyreltilmistir. Liyofilizator ile kurutulmus 125 pm’den kiiciik pargacik boyutuna sahip
ARH, EVH, LTH, CFH ornekleri toz haldeki seliilozla agirlik¢ca 1:10, CPH &rnekleri

1:40 oraninda karistirilarak seyreltilmistir.

3.7. Siv1 Kromatografi Kiitle/Kiitle Spektrometre Sistemi (LC MS/MS) Cihazi

Ozellikleri ve Kromatografik Sartlar

SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)’den elde edilen ekstraktlarinin
kalitatif ve kantitatif analizleri SEM firmas:1 Istanbul Ar-Ge laboratuvarinda Agilent
Ultivo Triple Quadrupole LC-MS/MS cihazinda gergeklestirilmistir. Kullanilan sivi
kromatografi sistemi: Agilent 1290 Infinity model degazer, Agilent 1290 Infinity model
oto Ornekleyici, Agilent 1290 Infinity Binary model pompa, Agilent 1290 Infinity
model termostatli kolon firin1 ve Agilent Ultivo Triple Quadrupole kiitle spektrometre
birlesiminden olusmaktadir. Tiim analizler igin bir PerkinElmer Brownlee Hres DB C18
kolon (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.9 pm partikiil) kullanild1. Kolon firin sicakligi 30°C’ye

ayarlanmistir. Eliisyon gradiyentinde hareketli A fazinda 10 mM amonyum format ve %
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0,1 formik asit igceren ultra saf su ¢ozeltisi ve hareketli B fazinda % 0,1 formik asit
iceren asetonitril ¢dzeltisi kullanilmistir. Ellisyonda takip eden gradiyent kullanildi.
Analitlerin en uygun sekilde ayriminin gergeklesmesi i¢in UHPLC gradiyent kosullar
% 2 B (0-3. dakika.), % 2-20 B (3-3,1. dakika), % 20 B (3,1-5. dakika), % 20-2 B (5-
5,1. dakika), % 2 B (5,1-10. dakika) olarak ayarlandi. Enjeksiyon hacmi 10 uL ve akis
hiz1 0,3 mL/dakika olarak ayarlandi.

Agilent Ultivo ti¢li kuadrupol kiitle spektrometresi (MS) iyonlastirma i¢in hem pozitif
hem de negatif modda olacak sekilde ayarlanmis bir AJS-ESI (Agilent Jet Stream
Electrospray lonization) kaynagi kullanmaktadir. Yapilan LC-MS/MS analizlerinde
veriler sistem bilgisayarina yiliklenmis olan Agilent MassHunter yazilimi ile toplanarak
degerlendirmeleri yapilmustir. Orneklerin miktar analizleri i¢in ¢oklu reaksiyon takip
islemi (Multiple Reaction Monitoring, MRM) tarama tiiriinde ¢alistirilmis, molekiiler
iyonlar (precursor ions) bir veya iki pargalanma {irlinii olarak (product ions) kullanilmig
bunlardan birincisi kantitatif analiz, ikincisi ise Kkalitatif analiz amac¢li olarak elde
edilmistir. Kiitle spektrometresinde kullanilan AJS ESI iyon kaynagi parametreleri; gaz
sicakligr 300°C, nebulizer gaz (N3) akis1 10 L/dakika, nebulizer basinct 50 (psi), kilif
gaz sicaklig1 400°C, kilif gaz (N) akis1 12 L/dakika, kapiller voltaji pozitif +2500 V ve
negatif — 2500 V olarak belirlendi.

3.8. GC-MS ile Yag Asidi I¢eriginin Belirlenmesi

3.8.1. Yag Ekstrsksiyonu ve Yag Asitlerinin Tiirevlendirilmesi

Serin, kuru havada ve liyofilizatérde kurutulan numunelerin tanecik boyutu 125 pm’den
kiiglik pargacik boyutuna sahip kisimlar iizerinde, Hara ve Radin (1978)’in metodunda
degisiklikler yapilarak yag ekstraksiyonu gergeklestirildi. Bunun i¢in 2 gram bitki
ornegi 50 mL'lik falkon tiipiine alinarak iizerine 10 mL hekzan/izopropanol (3:2) ilave

edildi ve bir orbital ¢alkalayicida 200 rpm’de 1 saat boyunca ¢alkalandi. Ardindan 4500
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rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte toplanan sivi kisim mavi bant siizgeg

kagidindan siiziilerek ayr1 bir 50 mL'lik falkon tiipiline aktarildi.

Yaglarin metil esterlerinin eldesi oldukga etkili ve pratik bir yontem olan Christie
(1990)’nin metodunda bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirildi. Uzerine % 2 siilfirik
asit iceren metanolden 5 mL ilave edilerek vorteks ile siddetli bir sekilde 2 dakika
calkalandi. Daha sonra bu karisim 50°C’ye ayarlanmis etiivde 15 saat boyunca
metillendirme islemi i¢in bekletildi. Bu siire sonunda etiivde bekleyen tiipler oda
sicakligina kadar sogutuldu ve iizerine 5 mL % 5’lik NaCl ilave edilerek tekrar vorteks
ile 2 dakika siiresince siddetli bir sekilde ¢alkalandi. Bu islemlerin sonunda elde edilen
yag asitlerinin metil esterleri (YAME), 5 mL n-hekzan ilave edilerek 5 dakika siireyle
vortekste calkalanmak suretiyle ekstrakte edildi ve faz ayrimi olana kadar bekletildi.
Uste toplanan n-hekzan fazi pastdr pipeti yardimi ile 15 mL’lik temiz bir tiipe alinarak
tizerine 5 mL % 2’lik Na,COj3 ilave edildi ve vorteks ile 2 dakika siiresince siddetli bir
sekilde ¢alkalandi. Faz ayrimi olana kadar bekletildi ve yag asitlerinin metil esterlerini
iceren list faz pastor pipeti yardimi ile 15 mL’lik temiz tiipe alinarak ¢oziictisii 40°C’de
azot altinda tamamen ucuruldu. 15 mL’lik deney tiipiinde kalan yag asitlerinin metil
esterleri 1,5 mL n-hekzan ile ¢oziilerek enjektor filtreden (Whatman, 13 mm, 0,2 um,
PVDEF-Clifton, NJ, USA) viallere siizerek kapaklar1 sikica kapatildi ve zaman
gecirilmeden GC-MS analizleri gergeklestirildi.

3.8.2. Yag Asidi Iceriklerinin Belirlenmesi I¢in GC-MS Kosullar

Bitki o6rneklerindeki yag asidi iceriginin analizi Bingdl Universitesi Merkezi
Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezinde FID ve MS dedektorlerle tiimlesik bir
gaz koromatografi cihaz1 (GC-FID/MS, Agilent 7890A GC/5975C MS Series-Santa
Clara, CA, USA) kullanilarak yapildi. Analiz SGE Analitik BPX90 (100m x 0.25 mm x
0.25 um flim, Australia) kolonu kullanarak gergeklestirildi. Elde edilen YAME’ler

otomatik oOrnekleyicili enjeksiyon sistemi kullanilarak 1,0 pL hacmindeki miktar
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splitless modda calistirilan cihaza enjekte edildi ve enjeksiyon sicakligr 250 °C ve MS
dedektor sicaklign 250 °C olarak ayarlandi. Tastyic1 gaz helyum 1 mL/dakika akis hiziyla
kullanildi. Firin sicakligi baslangigta 120 °C 0. dakikadan 5 °C/dakika artis ile 250 °C’ye
kadar 1sitildiktan sonra 14 dakika bu sicaklikta bekleyecek sekilde programlandi.
Toplam kosma zamani 50 dakika ve dedektoriin gecikme siiresi 12 dakika’ya ayarlandi.
H, akis1 35 mL/dakika, kuru hava akigi 350 mL/dakika, dedektor make up gazi olarak
N2 akist 20 mL/dakika olarak programdan ayarlandi. GC-FID ve MS sonuglari
eszamanli olarak kaydedildi. Standart yag asitleri ile metodun kalibrasyonu yapilmis ve
bitkilerde bulunan yag asitleri tespit edilmis ve ayrica bilesiklerin tanimlanmasi kiitle
spektrumlar1 cihazinda kayithh NIST ve WHILEY kiitiiphaneleri ile karsilastirilarak
yapildi.

3.9. ICP-MS ile Metal icerik Analizi

3.9.1. ICP-MS ile Metal icerik Analizi i¢cin Ornek Hazirlanmasi

Bitki 6rneklerinin agir metal analizi i¢in serin-kuru hava ve liyofilizatérde kurutulan,
tanecik boyutu 125 pm’den kiiciik olan 6rneklerden yaklasik 0,5 gram tartilip teflon
tiiplerin i¢ine konuldu. Asitle ¢éziindiirme islemi i¢in 10 mL derisik nitrik asit eklendi
ve bos bir teflon tiipe kor hazirlamak i¢in sadece 10 mL HNO;3 konuldu. Teflon kaplarin
kapagi sikica kapatilarak CEM marka MARS6 ONE TOUCH (USA) model mikrodalga
pargalayict firinina yerlestirildi. 15 dakika i¢inde maksimum sicaklik 210 °C’ye kadar
yiikseltilerek bu sicaklikta 15 dakika bekletildi. Toplamda 30 dakika kapali sistemde
bekletilerek ¢ozlindiirme islemi gergeklestirildi. Mikrodalga firin sistemi soguduktan
sonra teflon tiiplerde bulunan ornekler ultra saf su ile iyice yikanarak 25 mL plastik
balonlara aktarildi. Hacimleri tamamlandi ve kapaklari sikica kapatilarak analiz i¢in

+4°C’de muhafaza edildi.
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3.9.2. Metal i¢erik Analizi i¢in ICP-MS Kosullar

Mikrodalga firininda hazirlanan bitki numunelerinin metal igerik analizleri Bingol
Universitesi Merkezi Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezinde NexION® 2000
(PerkinElmer® Inc., USA) marka RF power 1300W model bir ICP-MS cihazinda
alindi. Cam nebulizer gazlastirict (MEINHARD® plus Glass Type C), cam siklonik
sprey hazne (sislestirme odasi), nikel konlar ve entegre bir auto-sampler bulunduran
cihazda, plazma gaz akis1 15 mL/dakika, yardimci gaz akisi 1,2 mL/dakika, nebulizer
gaz akist 1,15 mL/dakika idi. Human power I cihazindan elde edilen 18,3 MQ.cm ultra
saf su kullanilarak % 1 nitrik asit-ultra saf su igeren yikama ¢ozeltisi hazirlandi. ICP-
MS analiz metodunda, numune seyreltmeleri ve yikama iglemlerinin tiimiinde bu ¢ozelti
kullanildi.

ICP-MS kalibrasyon ¢ozeltileri ticari olarak satilan 10 pg/mL konsantrasyonda multi-
element standartlart kullanilarak hazirlandi. % 1°lik nitrik asit-ultra saf su ile seyreltilip
metal analizi i¢in hazirlanan uygun konsantrasyonlar ve i¢ standartlar Tablo 3.4’te
gosterilmistir. Ornek olarak Cr metalinin ICP-MS ile kalibrasyon grafigi Sekil 3.1°de
gosterilmis ve diger metallerin kalibrasyon grafikleri EK Sekil 6-18’de gosterilmistir.
Analizlerde ayarlama, veri toplama ve veri analizi dahil olmak iizere cihazi kontrol

etmek igin Syngistix for ICP-MS software version 2.2 cihaz yazilimi kullanilmistir.

Tablo 3.4: ICP analizinde kullanilan metallerin konsantrasyon araligi ve i¢ standartlar.

Konsantrasyon arahg Internal

Analitler (ppb) standart

51V, SSMn, 57Fe, 59C0,

0N, 570 A, PSe 0,1- 1-10- 50-125-250-500  "“Ge

>’Cr, ®Cu, 0,1- 1-10- 50-125 "“Ge
Wag, H*cd 0,1- 1-10- 50-125- 250-500 By
?%Hg, 0,1- 1-10 2098
*%pp 0,1- 1-10- 50 209B;j
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Sekil 3.1: ICP-MS metal analizinde Cr’nin kalibrasyon grafigi.

3.10. Deney Sonuglarinin istatistiksel Analizi

Yapilan ¢alismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi igin SPSS-21.0 programi
kullanilmistir. Birbirinden bagimsiz {i¢ paralel gerceklestirilen 6l¢lim ortalamalarinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi ‘tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ile
incelenmigstir. Gruplar arasindaki istatistiksel farkliligi incelemek i¢in Post-Hoc ¢oklu
karsilastirma (Tukey HSD) testi uygulanmstir. Istatistiksel analizlerde % 95 giiven

araliginda (p< 0,05) sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraksiyonlarin Verim Yiizdeleri

AR, EV, LT, CF, CP bitkilerinin serin-kuru havada ve liyofilizatorde kurutulmus
numunelerine SE, UDE ve ASE yontemleriyle uygulanan ekstraksiyon deneylerinin
verimi Denklem 4.1’e gore hesaplandi ve asagidaki Tablo 4.1’de verildi. Ayrica,
verimleri birbirleri ile karsilastirabilmek igin ¢izilen stitun grafigi Sekil 4.1°de

verilmigtir.

% Verim = (Kuru Ekstrakt miktari/Havada Kuru Numune Miktar1)x100 (4.1)
Tablo 4.1: Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri
Ekstraksiyon Tiiriilerinin % Ekstraksiyon verimi
BITKILER SEE SEE:S(1:1) UDEE:S(1:1) ASEE:S(1:1)
ARH 10,91+0,49° 21,85+0,72°  26,26+1,45° 1,99+0,01°¢
EVH 11,69+0,17° 16,97+1,42%  18,62+0,66° 3,99+0,02°
LTH 26,68+0,28° 26,01£0,25°  30,99+1,34° 2,48+0,02°
CFH 30,63+0,35° 40,98+0,11*°  39,69+0,36° 1,7140,04°
CPH 19,51+0,46° 36,84+0,45%  31,96+1,15° 3,69+0,02¢
ARL 8,08+0,16°  23,16+0,30°  23,80+0,24° 1,654+0,01°
EVL 11,96+£0,04° 19,91+£1,33*  19,47+0,55° 1,90+0,03°
LTL 15,65+0,22° 29.24+0,88%  30,92+0,95 1,55+0,01°
CFL 40,77+0,30° 42,03+0,25°  41,22+0,54% 3,04+0,02°
CPL 22,53+0,07° 30,09+0,73*  30,73+0,32° 3,09+0,01°

*Aym satirda farkls harflerle (a,b, ¢, d) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol
¢ozictsi, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢o6ziiciisii ve ASE E:S
(1:1): Hizlandirilmus ¢oziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziciisii kullanilarak yapilmustir.

ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus
(Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus, LTH: Lathyrus tuberosus L. havada kurutulmug, CFH:
Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada
kurutulmus, ARL: Amaranthus retroflexus L. liyofilizatérde kurutulmusg, EVL: Echinops viscosus DC.
subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatorde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L.
liyofilizatérde kurutulmusg, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatorde kurutulmus, CPL: Caltha
polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatorde kurutulmus.
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Sekil 4.1: Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri.

Ekstraksiyon verimlerine bakildiginda, ARH numunesinde UDE E:S(1:1)’de verimin en
yiksek oldugu (% 26,26+1,45), en diisik degerin ise ASE E:S (1:1)’de oldugu (%
1,99+0,01) goriilmektedir. ARH numunesine gerceklestirilen SE E:S (1:1), SE E, UDE
E:S (1:1), ASE E:S (1:1) ekstraksiyon yontemlerinin ekstraksiyon verim yiizdeleri

ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).

EVH numunesinde UDE E:S(1:1)’de verimin en yiiksek oldugu (%18,62+0,66), en
diisiik degerin ise ASE E:S (1:1)’de oldugu (% 3,99+0,02) goriilmektedir. EVH
numunesinde verim yiizdeleri ortalamalar1 arasinda SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1)
yontemleri igin istatistiksel olarak anlamli bir fark elde bulunamadi (p>0,05). Ancak SE
E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1) verimleri arasinda ve SE ile ASE E:S (1:1) verimleri

arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05).

LTH numunesine bakildiginda, UDE E:S(1:1)’de verimin en yiiksek oldugu (%
30,99+1,34), en diisiik degerin ise ASE E:S (1:1)’de elde edildigi (%2,48+0,02)
goriilmektedir. LTH numunesinde verim ylizdeleri agisindan SE E:S (1:1) ve SE E
yontemleri arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05). Fakat, SE E:S (1:1) ile ASE
E:S(1:1) verimleri arasinda ve UDE E:S(1:1) ile ASE E:S (1:1) verimleri arasinda
anlaml bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05).
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CFH numunesinde SE E:S(1:1)’de verimin en yiiksek oldugu (% 40,98+0,11), en diisiik
degerin ise ASE E:S (1:1)’de elde edildigi (% 1,71+0,04) gorilmektedir. CFH
numunesine gerceklestirilen SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S (1:1), ASE E:S (1:1)
ekstraksiyon yoOntemlerinin ekstraksiyon verim yiizdeleri ortalamalar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0,05).

CPH numunesinde SE E:S(1:1)’de verimin en yiiksek oldugu (%36,84+0,45), en diisiik
degerin ise ASE E:S (1:1)’de oldugu (% 3,69+0,02) goriilmektedir. CPH numunesine
gerceklestirilen SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S (1:1), ASE E:S (1:1) ekstraksiyon
uygulamalarinda ekstraksiyon verim yiizdeleri ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0,05).

ARL numunesinde UDE E:S (1:1)’de verimin en yiiksek oldugu (% 23,80+0,24), en
diisiik degerin ise ASE E:S (1:1)’de elde edildigi (%1,65+0,01) goriilmektedir. ARL
numunesine gergeklestirilen SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S (1:1), ASE E:S (1:1)
deneylerinden elde edilen ekstraksiyon verim yiizdeleri ortalamalar1 arasindaki farklar

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

EVL numunesinde en yiiksek verimin (% 19,91+1,33) SE E:S(1:1)’de, en diisiik
verimin ise ASE E:S (1:1)’de oldugu (% 1,90+0,03) belirlenmistir. EVL numunesinde
ekstraksiyon verim yiizdeleri ortalamalar1 agisindan SE E:S (1:1) ve UDE E:S(1:1)
yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir (p>0,05). SE
E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve SE E ile ASE E:S (1:1) yontemleri

arasinda anlamli bir farklar oldugu bulunmustur (p<0,05).

LTL numunesinde UDE E:S(1:1)’de verim degerinin en yiiksek oldugu (% 30,92+0,95),
en diisiik verimin ise ASE E:S (1:1)’de elde edildigi (%1,5540,01) belirlenmistir. LTL

numunesinde ekstraksiyon verim yiizdeleri ortalamalar1 agisindan SE E:S (1:1) ve UDE
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E:S(1:1) yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
Ancak SE E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve SE E ile ASE E:S (1:1)

yontemleri arasinda anlamli farklar oldugu ortaya konmustur (p<0,05).

CFL numunesinde en yiiksek verim (% 42,03+0,25) SE E:S(1:1)’de, en diisiik verim ise
(% 3,04+0,02) ASE E:S (1:1)’de elde edilmistir. CFL numunesinde ekstraksiyon verim
yiizdeleri ortalamalar1 agisindan SE E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemleri ve SE E ve
UDE E:S(1:1) yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir
(p>0,05). SE E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve SE E:S (1:1), UDE
E:S(1:1) ile ASE E:S (1:1) yontemleri arasinda anlamli farklar oldugu bulunmustur
(p<0,05).

CPL numunesinde UDE E:S(1:1)’de en yiiksek verim elde edilmisken (% 30,73+0,32),
en diisiikk deger ise ASE E:S (1:1)’de (% 3,09+0,01) belirlenmistir. CPL numunesinde
ekstraksiyon verim yiizdeleri ortalamalar1 agisindan SE E:S (1:1) ve UDE E:S(1:1)
yontemleri arasinda istatistiksel olarak arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). SE
E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve SE E ile ASE E:S (1:1) yontemleri

arasinda onemli diizeyde fark bulunmustur (p<0,05).

4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

Numunelerin, SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleri ile elde
edilen ekstraktlarinin Folin-Ciocalteu yontemine gore toplam fenolik madde igeriklerini
belirlemek i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi gallik asitin farkli konsantrasyonlar1 i¢in
elde edildi (Sekil 4.2). Kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanan toplam fenolik
madde icerik degerleri mg GAE/100 g kuru numune olarak Tablo 4.2’de, karsilastirma

yapmak adina ¢izilen siitun grafik ise Sekil 4.3°te verilmistir.
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Sekil 4.2: Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi (A =765nm).

Tiim ekstraklarin toplam fenolik igerikleri standart gallik asit grafiginden Sekil 4.2. elde
edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi (Denklem 4.2).

Absorbans= 0,001(ugGAE/mL) + 0,090 (R?*=0,999)

(4.2)

Tablo 4.2: Bitki numunelerinin SE, UDE ve ASE’den elde edilen ekstraktlariin Folin-
Ciocalteu yontemi toplam fenolik madde icerikleri (mg GAE/100 g kuru numune)

Toplam Fenolik Madde ( mg GAE/100 g kuru numune)

BITKILER SEE SEE:S(1:1) UDEE:S(1:1) ASEE:S (1:1)
ARH 104,58+1,38°  375,99+£13,65°  559,05+45,46°  67,77+3,29°
EVH 1033,58+8,68° 1630,02+57,49* 1360,37+25,83° 1673,01+6,59°
LTH 607,9242,36°  972,65+59,98%  941,99+37,18*  540,41+11,61°
CFH 280,50+3,75°  592,79+12,52%  285,74+27.,50°  47,10+1,02°
CPH 1423.33+4,69° 1437,19+45,69° 2939,25+37,18* 1920,60+30,58"
ARL 79,6742,16°  296,19+37,41*  308,69+13,11%  111,21+2,23°
EVL 1039,1742,55% 2119,40+59,20*° 1690,77+41,17° 1834,17+1938"
LTL 44733+5,92°  254,45+3824%  768,73+£6,40°  349,50+9,32°
CFL 357,58+5,51%  413,31+£30,41*°  300,15+£34,81°  74,04+0,95°
CPL 1140,08+2,65° 1134,97+37,41° 2222,56+6,40°  1444,27+33,15"

*Ayni satirda farkls harflerle (a,b, c, d) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol
¢oziiciisi, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii ve ASE E:S
(1:1): Hizlandirilmus ¢oziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziciisii kullanilarak yapilmustir.

ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus
(Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus, LTH: Lathyrus tuberosus L. havada kurutulmus, CFH:
Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada
kurutulmus, ARL: Amaranthus retroflexus L. liyofilizatérde kurutulmus, EVL: Echinops viscosus DC.
subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatérde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L.
liyofilizatérde kurutulmug, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatorde kurutulmus, CPL: Caltha
polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatérde kurutulmus.
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Sekil 4.3: Numunelerin, SE, UDE ve ASE’den elde edilen ekstraktlarinin Folin-
Ciocalteu yontemine gore 6l¢iilen toplam fenolik madde igeriklerinin karsilastiriimasi.

Toplam fenolik madde igeriklerine bakildiginda, ARH numunesi icin toplam fenolik
madde miktart mg GAE/100 g kuru numune cinsinden en yiiksek UDE E:S(1:1)’de
(559,05+45,46), en diisiik olarak da ASE E:S (1:1)’de (67,77+3,29) elde edilmistir.
Toplam fenolik madde ortalamalar1 agisindan SE E (104,58+1,38) ile ASE E:S (1:1)
(67,77+3,29) yontemleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). SE E:S (1:1) ile
ASE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve UDE E:S(1:1) ile SE E:S (1:1) (375,99+13,65)

yontemleri arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05).

EVH numunesinde en yiiksek toplam fenolik madde mg GAE/100 g kuru numune
olarak ASE E:S (1:1)’de (1673,0146,59), en diisiik miktar ise SE E’de (1033,58+8,68)
elde edilmistir. Toplam fenolik madde miktarlart agisindan ASE E:S (1:1)
(1673,01+6,59) ile SE E:S (1:1) (1630,02+57,49) yontemleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). ASE E:S(1:1) ile SE E:S (1:1) yontemleri arasinda
ve UDE E:S(1:1) (1360,37+25,83) ile SE E (1033,58+8,68) yontemleri arasinda anlaml
bir fark oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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LTH numunesinde en yiiksek toplam fenolik madde miktart mg GAE/100 g kuru
numune cinsinden SE E:S (1:1)’de (972,65+59,98), en diisiik deger ise ASE E:S
(1:1)’de elde edildi (540,41+11,61). Uygulanan yontemlere gore toplam fenolik madde
miktar1 ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak bir fark olup olmadigina bakildi. SE
E:S (1:1) (972,654+59,98) ile UDE E:S(1:1) (941,99+37,18) yontemleri arasinda anlaml
bir fark olmadigi bulundu (p>0,05). Ayrica SE E (607,92+2,36) ile ASE E:S (1:1)
(540,41+11,61) yontemleri arasinda da anlamli bir farkin olmadig belirlendi (p>0,05).
SE E:S(1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve SE E ile ASE E:S (1:1)

yontemleri arasindaki farklarin 6nemli diizeyde oldugu goriildii (p<0,05).

CFH numunesinde toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek SE E:S (1:1)’de
(592,79+12,52), en diisiik ASE E:S (1:1)’de (47,10+1,02) elde edildi. Bu numune i¢in
toplam fenolik madde ortalamalar1 arasinda yontemler agisindan istatistiksel bir fark
olup olmadigina bakildiginda, UDE E:S(1:1) (285,744+27,50) ile SE E (280,50+3,75)
yontemlerinden elde edilen sonuglarin farkli olmadigi (p>0,05) goriilmektedir. UDE
E:S(1:1) ile SE E:S (1:1) yontemlerinden elde edilen sonuglar arasinda ve SE E:S(1:1)
ile ASE E:S (1:1) yontemlerinden elde edilen sonuglar arsinda istatistiksel olarak

anlaml farklar oldugu bulundu (p<0,05).

CPH numunesinde toplam fenolik madde en vyiksek UDE E:S (1:1)’de
(2939,25+37,18), en diisiik ise SE E (1:1)’de (1423,33+4,69) belirlenmistir. CPH
numunesinde toplam fenolik madde miktar1 ortalamalar1 arasinda yontemler agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigi arastirildi. Buna gore SE E:S(1:1)
(285,74+27,50) ile SE E yontemleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). SE
E:S(1:1) ile SE E yontemleri arasinda ve UDE E:S(1:1) ile ASE E:S (1:1)
(1920,60+30,58) yontemleri arasinda bulunan farklar anlamlidir (p<0,05).

ARL numunesinde en yiiksek toplam fenolik madde UDE E:S (1:1)’de (308,69+13,11)
bulundu. En diisiik deger ise SE E’de (79,67+2,16) belirlendi. Bu numune i¢in toplam
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fenolik madde miktarlart agisindan UDE E:S ile SE E:S (1:1) (296,19+37,41)
yontemleri arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05). Ayrica ASE E:S (1:1)
(111,21£2,23) ile SE E yontemleri arasinda da anlamli bir farkin olmadig:
goriilmektedir (p>0,05). Fakat, SE E:S(1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve SE
E ile ASE E:S (1:1) yontemleri arasindaki farklarin 6nemli diizeyde oldugu goriildii
(p<0,05).

EVL numunesinde toplam fenolik madde miktarinin en yiiksek bulundugu ekstrakt SE
E:S(1:1) (2119,40+£59,20) iken, en diisik deger ise SE E ekstraktindan elde edildi
(1039,17+2,55). EVL numunesi igin toplam fenolik madde miktar1 ortalamalar1 arasinda
SE E:S(1:1), ASE E:S(1:1) (1834,17+1938), UDE E:S(1:1) (1690,77+41,17), SE E
yontemleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05). LTL
numunesinde toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek UDE E:S(1:1)’de (768,73+6,40)
bulundu. En diisiik degeri ise SE E:S(1:1) (254,45438,24) sergiledi. LTL numunesi i¢in
toplam fenolik madde miktar1 ortalamalar1 arasinda UDE E:S(1:1), SE E (447,33+5,92),
ASE E:S(1:1) (349,50+9,32), SE E:S(1:1) yontemleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05).

CFL numunesinde toplam fenolik madde miktart en yiiksek bulunan ekstrakt SE E:S
(1:1)’den elde edilen ekstrakt idi (413,31+30,41). En diisiik deger ise ASE E:S (1:1)’den
elde edildi (74,04+0,95). Bu numune i¢in SE E:S (1:1) ile SE E (357,58+5,51)
yontemleri agisindan toplam fenolik madde miktar1 ortalamalari arasinda anlamli bir
fark bulunmamistir (p>0,05). Benzer sekilde SE E ile UDE E:S(1:1) (300,154+34,81)
yontemleri arasinda da anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). SE E:S (1:1) ile UDE
E:S(1:1) arasinda ve SE E:S (1:1), UDE E:S(1:1) ile ASE E:S (1:1) arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0,05). CPL numunesinde en yiiksek toplam fenolik madde
miktarmin UDE E:S(1:1)’de (2222,56+6,40), en diisik miktarin ise SE E:S (1:1)’de
(1134,97+37,41) oldugu goriilmektedir. CPL numunesinde SE E (1140,08+2,65) ile SE
E:S (1:1) yontemlerinden elde edilen ortalamalar arasinda anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05). SE E:S (1:1) ile SE E:S(1:1) yontemleri arasinda ve UDE E:S(1:1) ile ASE
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E:S (1:1) (1444,27+33,15) yontemleri arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur
(p<0,05).

4.3. Antioksidan Tayin Metodlarindan Elde Edilen Bulgular

4.3.1. CUPRAC (Bakir (II) iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi) Yontemiyle
Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen Sonuglar

Numunelerin, SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleri ile elde
edilen ekstraklara CUPRAC yontemi ile toplam antioksidan kapasiteleri tayini yapildi.
Troloksun’un metanolde hazirlanmis farkli konsantrasyonlarinin absorbanslarina karsi
elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.4’te gosterildi. Toplam antioksidan kapasite
degerleri, troloksun molar absorplama katsayis1 kullanilarak Denklem 3.3 yardimiyla
hesaplandi. Kalibrasyon grafiginden elde edilen Denklem 4.3 kullanilarak numunelerin

CUPRALC tiiriinden toplam antioksidan kapasite degerleri Tablo 4.4’te verilmistir.

1,0000 -
0,9000 - y =15354x + 0,0078

0,8000 i Rz = 0,9997

0,7000 -
0,6000 -
0,5000 -
0,4000 -
0,3000 -
0,2000 -
0,1000 -
0,0000 . . . . . . .

0  0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007

Troloks konsantrasyon, M

Absorbans Farki,
(2=450 nm)

Sekil 4.4: CUPRAC yonteminde troloks standardi (metanol ¢oziiciisiinde) igin elde
edilen kalibrasyon grafigi (A=450 nm)
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Dogru denklemi: y= 15354x + 0,007 (R?=0,999) (4.3)

y: absorbans, x: derisim ve R?: korelasyon katsayisi

CUPRAC deneylerinden elde edilen toplam antioksidan kapasiteleri mmol TE/kg
tiirlinden belirlendi. Elde edilen sonuglar1 daha iyi karsilagtirmak i¢in hazirlanan siitun

grafik Sekil 4.8’de verilmistir.

4.3.2. QUENCHER-CUPRAC Yéntemiyle Antioksidan Aktivite Tayini Icin

Reaksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Bitki numunelerinin QUENCHER-CUPRAC yontemi ile etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisii
kullanilarak belirli reaksiyon zamanina kars1 (10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika) toplam
antioksidan kapasiteleri (mmol TE/ kg) belirlendi ve dogrudan giines almayacak sekilde
serin ve kuru havada kurutulan numuneler i¢in elde edilen degerler Sekil 4.5°te,

liyofilizator ile kurutulan numuneler igin elde edilen degerler Sekil 4.6’da verilmistir.

1600 | —T—ARH

Antioksidan kapasite
TE mmol/kg

Reaksiyon siiresi, dakika

Sekil 4.5: Serin ve kuru havada kurutulan numunelerin QUENCHER-CUPRAC
yonteminde farkli reaksiyon siirelerine karsi toplam antioksidan kapasite (mmol TE/kg)
degerlerinin artis1 grafigi
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Sekil 4.6: Liyofilizatér ile kurutulan numunelerinin  QUENCHER-CUPRAC
yonteminde farkli reaksiyon siirelerine karsi toplam antioksidan kapasite (mmol TE/kg)
degerlerinin artig1 grafigi.

Bu sekillerden yararlanilarak, QUENCHER-CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivite
tayininde reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 40 dakika’lik siirenin yeterli olacagina karar

verildi.

43.3. QUENCHER-CUPRAC Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini
Deneylerinden Elde Edilen Sonuclar

Serin ve kuru havada kurutulmus numuneler ile liyofilizator ile kurutulmus numunelerin
QUENCHER-CUPRAC yontemi kullanilarak toplam antioksidan kapasite (mmol
TE/Kkg) tayinleri yapildi. Kalibrasyon grafigi olusturulurken CUPRAC reaktifleri ve
troloks E:S (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde hazirlandi. Toplam antioksidan kapasite degerleri,
elde edilen absorbanslar ve troloksun E:S (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde molar absorplama
katsayis1 kullanilarak Denklem 3.4 yardimiyla hesaplandi. Edilen konsantrasyon-
absorbans degerleri ve dogru denklemi (denklem 4.4) Tablo 4.3’te ve QUENCHER-
CUPRAC deneylerinde kullanilan troloks standardinin E:S (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde elde
edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.7°de gosterilmistir. Kalibrasyon grafigi ve
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deneylerden elde edilen sonuglar Tablo 4.4’de ve elde edilen sonuglari daha iyi

karsilastirmak i¢in hazirlanan siitun grafik Sekil 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.3: QUENCHER-CUPRAC igin troloks’un etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde
konsantrasyon-absorbans degerleri ve kalibrasyon dogru denklemi

Son Konsantrasyon (M) Ortalama Absorbans
1,22 x10™ 0,2129+0,0018
2,44 x107 0,3785+0,0005
3,66x10 0,5473+0,0127
4,88x107 0,6907+0,0083
6,10x10" 0,8645+0,0185
Dogru denklemi: y= 13243x + 0,054 (R?=0,999) (4.4)

y: absorbans, x: derisim ve Rz:korelasyon katsayist

1,0000 - y = 13243x + 0,0541
0,9000 - R?=0,9993
08000 -
= 0,7000 -
0]
= £ 06000 -
w
€S 05000 -
£ T 04000 -
sz
= -
2 0,3000
0,2000 -
0,1000 -
0,0000 T T T T T T 1
0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006 0,00007
Troloks konsantrasyon, M

Sekil 4.7: QUENCHER-CUPRAC deneylerinde kullanilan troloks standardinin E:S
(1:1, v/v) ¢oziiciisiinde elde edilen kalibrasyon grafigi (A=450 nm)
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4.3.4. CUPRAC ve QUENCHER-CUPRAC Tayin Yoéntemleri I¢in Toplam

Antioksidan Kapasite Degerlerinin Karsilastirnlmasi

Bitki numunelerinden SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleri
ile elde edilen ekstraklara CUPRAC yontemi ve numunelere dogrudan QUENCHER-
CUPRAC yontemi uygulanarak toplam antioksidan kapasite degerleri tayin edildi.
CUPRAC yontemi i¢in Denklem 3.3 kullanilarak hesaplanan toplam antioksidan
kapasiteleri ve. QUENCHER-CUPRAC yontemi i¢in denklem 3.4. kullanilarak
hesaplanan toplam antioksidan kapasiteleri Tablo 4.4’de gosterildi. CUPRAC ve
QUENCHER-CUPRAC yontemlerinin toplam antioksidan kapasiteleri
karsilastirilmalar1 maksadiyla Tablo 4.4 ve Sekil 4.8’de birlikte gosterilmistir
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Tablo 4.4: CUPRAC ve QUENCHER-CUPRAC yontemlerinin toplam antioksidan kapasitelerinin karsilastirilmasi

CUPRAC yontemi toplam antioksidan kapasite, mmol TE/ kg QUENCHER-CUPRAC yoéntemi toplam

BiTKiLER SEE SEE:S(1:1) UDEE:S(1:1) ASEES(1:1) antioksidan kapasite, mmol TE/ kg
ARH 114,37£0,21°  193,57+0,83"  211,92+0,59®°  17,08+0,01¢ 216,56+0,21°
EVH 479,98+1,02°  597.88+0,67° 624,26+1,20°  113,95+0,09° 894,16+1,05
LTH 274,8240,47°  471,82+1,66° 479.25+1,63°  29,68+0,02° 353,93+0,29°
CFH 167,6240,21°  261,77+1,66°  221,31+1,84° 11,12+0,04° 264,78+0,21°
CPH 691,30+1,46°  1430,17+7,15° 1459,48+1,88*  177,27+0,06" 1465,43+3,90°
ARL 97,93+0,10°  195,56+0,66°  186,35+1,03°  11,95+0,04° 196,39+0,07°
EVL 462,40+1,09°  631,58+0,22°  723,64+1,13" 125,27+0,09° 770,535,122
LTL 205,414£0,23%  406,99+0,55°  450,09+1,05° 10,6440,01° 342,00+0,43°
CFL 197,15£0,44% 152,33+0,82°  196,19+1,80°  14,65+0,09° 198,98+0,35°
CPL 655,04+1,90°  1050,68+3,07* 1041,27+2,83°  114,26+0,09° 1056,80+1,61°

*Ayni satirda farkl harflerle (a,b, ¢, d) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisi, SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
etanol:su (1:1) ¢o6ziicisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak yapilmigtir.

ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus, LTH: Lathyrus tuberosus
L. havada kurutulmus, CFH: Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada kurutulmus, ARL: Amaranthus
retroflexus L. liyofilizatérde kurutulmus, EVL: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatérde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L.
liyofilizatérde kurutulmus, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatérde kurutulmus, CPL: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatérde kurutulmus.
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Sekil 4.8: CUPRAC ve QUENCHER-CUPRAC yo6ntemlerinin toplam antioksidan
kapasitelerinin (mmol TE/Kg) karsilastiriimasi

Tablo 4.4 ve Sekil 4.8’¢ bakildiginda, ARH numunesi i¢in en yiiksek toplam
antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune) degerleri QUENCHER-
CUPRAC uygulamasinda (216,56+0,21), en diisiik ise ASE E:S (1:1)’de (17,08+0,01)
ekstraktinda elde edilmistir. ARH numunesi i¢cin CUPRAC degerleri ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak QUENCHER-CUPRAC degeri ile UDE E:S(1:1)
(211,92+0,59) ekstraktindan elde edilen deger arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Ayrica UDE E:S(1:1) ile SE E:S (1:1) (193,57+0,83) yontemleri arasinda da
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Buna mukabil, QUENCHER-CUPRAC ve
UDE E:S(1:1) grubu, SE E:S (1:1) ve UDE E:S(1:1) grubu, SE E (114,37+0,21) ve ASE
E:S (1:1) (17,08+0,01) ekstraktlarina ait degerler arasinda anlamli farklar bulunmustur
(p<0,05).

EVH numunesinde toplam antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune)
degerleri en yiiksek QUENCHER-CUPRACta (894,16+1,05), en diistik ise ASE E:S
(2:1)’de (113,95+0,09) elde edilmistir. EVH numunesine ait ortalama CUPRAC
degerleri, QUENCHER-CUPRAC, UDE E:S(1:1) (624,26+1,20), SE E:S (1:1)
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(597,88+0,67), SE E (479,98+1,02) ve ASE E:S (1:1) yontemleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark sergilemektedirler (p<0,05).

LTH numunesinde toplam antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune)
degerlerinin en yiikksek UDE E:S(1:1)’de (479,25+1,63), en diisiik ASE E:S (1:1)’de
(29,68+0,02) clde edildigi goriilmektedir. LTH numunesi i¢in CUPRAC degerleri
ortalamalar1 arasindaki farklar UDE E:S(1:1), SE E:S (1:1) (471,82+1,66),
QUENCHER-CUPRAC (353,93+0,29), SE E (274,82+0,47), ASE E:S (1:1) yontemleri
acisindan istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

CFH numunesinde toplam antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune)
degerleri en yiiksek QUENCHER-CUPRAC’ta (264,78+0,21), en diisiik ise ASE E:S
(1:1)’de (11,12+0,04) oldugu goriilmektedir. CFH numunesi i¢in CUPRAC degerleri
ortalamalari arasinda QUENCHER-CUPRAC ve SE E:S(1:1) (261,77+1,66) yontemleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). QUENCHER-
CUPRAC ve SE E:S(1:1) ydntem grubu ile UDE E:S(1:1) (221,31+1,84), SE E
(167,62+0,21), ASE E:S (1:1) yontemleri arasindaki farklar ise anlamli bulunmustur
(p<0,05).

CPH numunesinde en yliksek CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune) degeri
QUENCHER-CUPRAC’ta (1465,43+3,90), en diisiik deger ise ASE E:S (1:1)’de
(177,27+0,06) elde edilmistir. CPH numunesi igin CUPRAC degerleri ortalamalari
arasinda QUENCHER-CUPRAC ve UDE E:S(1:1) (1459,48+1,88) yontemleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). Ote yandan
QUENCHER-CUPRAC ve UDE E:S(1:1) yontem grubu ile SE E:S(1:1)
(1430,17+£7,15), SE E (691,30+1,46) ve ASE E:S (1:1) yontemlerinden elde edilen

degerler arasinda anlamli bir fark oldugu gériilmiistiir (p<0,05).
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ARL numunesi i¢in toplam antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune)
degerleri en yiiksek QUENCHER-CUPRAC’ta (196+0,35), en disiik ise ASE E:S
(1:1)’de (11,95+0,04) elde edildi. Bu numune i¢cin QUENCHER-CUPRAC ve SE
E:S(1:1) (195,56+0,66) yontemlerinden elde edilen degerler arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). QUENCHER-CUPRAC ve SE E:S(1:1) yontem grubu ile
UDE E:S(1:1) (186,35+1,03), SE E (97,93+0,10), ASE E:S (1:1) yontemlerinden elde

edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05).

EVL numunesinde en yiiksek toplam antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru
numune) degerinin QUENCHER-CUPRAC’ta (770,53+5,12), en diisiik degerin ise
ASE E:S (1:1)’den (125,27+0,09) elde edildigi goriilmektedir. EVL numunesi
CUPRAC degerleri ortalamalar1 arasinda, QUENCHER-CUPRAC, UDE E:S(1:1)
(723,64+1,13), SE E:S (1:1) (631,58+0,22), SE E (462,40+1,09) ve ASE E:S (1:1)

yontemleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05).

LTL numunesinde toplam antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune)
degerleri en yiiksek UDE E:S(1:1)’de (450,09+1,05), en diisik ASE E:S (1:1)’de
(10,64+0,01) bulundu. LTL numunesi i¢in CUPRAC ortalama degerleri arasinda UDE
E:S(1:1), SE E:S (1:1) (406,99+0,55), QUENCHER-CUPRAC (342+0,43), SE E
(205,41+0,23) ve ASE E:S (1:1) yontemleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmaktadir (p<0,05).

CFL numunesinde CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune) degerleri en yiiksek
QUENCHER-CUPRAC’ta (198,98+0,35), en diisiik ASE E:S (1:1)’de (14,65+0,09)
elde edildi. Bu numune i¢cin CUPRAC ortalama degerleri arasinda QUENCHER-
CUPRAC ve SE E:S (1:1) (197,15+0,44) yontemleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Ayrica SE E ve UDE E:S(1:1) (196,19+1,80)
yontemleri acisindan da anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). QUENCHER-
CUPRAC ve SE E grubu, SE E ve UDE E:S(1:1) grubu, SE E:S (1:1) (152,33+0,82) ve
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ASE E:S (1:1) yontemlerinden elde edilen degerler istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (p<0,05).

CPL numunesinde toplam antioksidan kapasite CUPRAC (mmol TE/kg kuru numune)
degerleri en yliksek diizeyde QUENCHER-CUPRAC’tan elde edildi (1056,80+1,61).
En diisiik deger ise ASE E:S (1:1)’de (114,26+0,09) bulundu. CPL numunesi CUPRAC
ortalama degerleri arasinda QUENCHER-CUPRAC ve SE E:S (1:1) (1050,68+3,07)
yontemleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
QUENCHER-CUPRAC ve SE E:S(1:1) yontem grubu ile UDE E:S(1:1)
(1041,27+£2,83), SE E (655,04+1,90), ASE E:S (1:1) yontemleri agisindan ise anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05).

4.3.5. ABTS Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen

Sonugclar

Numunelerin SE, UDE ve ASE yontemleriyle elde edilen ekstraktlarinin ABTS yontemi
ile toplam antioksidan kapasite tayinleri yapildi. Toplam antioksidan kapasite degerleri,
etanol:su (1:1, v/v)’da ¢oziilen troloks’un farkli konsantrasyonlarinakarst % radikal
sipiirme degerleri ile ¢izilen grafiginden, Denklem 3.5 yardimiyla hesaplandi.

Kalibrasyon grafigi Sekil 4.9’da, buradan elde edilen sonuglar Tablo 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.9: ABTS deneylerinde kullanilan, troloks’un etanol:su (1:1) ¢oziiciisiindeki
farkli konsantrasyonlarinin absorbansina karst % radikal siiplirmeioioks grafigi (A=734
nm)

4.3.6. QUENCHER-ABTS Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini Icin Reaksiyon

Siiresinin Belirlenmesi

Bitki numunelerinin QUENCHER-ABTS yontemi ile etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisii
kullanilarak belirli reaksiyon zamanina karsi belirli reaksiyon zamanina kars1 (10, 20,
30, 40, 50, 60 dakika) toplam antioksidan kapasiteleri (mmol TE/ kg) belirlendi. Serin
ve kuru havada nemi kalmayacak sekilde kurutulan numuneler i¢in elde edilen degerler
Sekil 4.10°da, liyofilizator ile nemi kalmayacak sekilde kurutulan numuneler i¢in elde

edilen degerler Sekil 4.11°de verilmistir.

Bitki numunelerinin SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleri ile
elde edilen ekstraklarina ABTS ydntemi, dogrudan kati numuneye ise QUENCHER-
ABTS yontemi uygulanarak toplam antioksidan kapasiteleri mmol TE/ kg kuru numune
cinsinden tayin edildi. ABTS ve QUENCHER-ABTS yontemlerinin toplam antioksidan

kapasiteleri degerlerinin bir karsilastirmasi Cizelge 4.5 ve Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4.10: Serin ve kuru havada kurutulan numunelerin QUENCHER-ABTS yontemi
ile etanol:su (1:1, v/v) ¢oziictisiinde farkli reaksiyon siireleri i¢cin 734 nm’de Olgiilen
toplam antioksidan kapasite (mmol TE/kg) degerleri grafigi
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Sekil 4.11: Liyofilizator ile kurutulan numunelerinin QUENCHER-ABTS yontemi ile
etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde farkli reaksiyon siireleri igin 734 nm’de Gl¢iilen toplam
antioksidan kapasite (mmol TE/kg) degerleri grafigi

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°den reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 30 dakika reaksiyon

stiresinin yeterli olduguna karar verildi.
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4.3.7. QUENCHER-ABTS Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden
Elde Edilen Sonuclar

Bitkilerin serin ve kuru havada kurutulmus ve liyofilizator ile nemi kalmayacak sekilde
kurutulmus halleri QUENCHER-ABTS yontemi ile toplam antioksidan kapasiteleri
(mmol TE/ kg) tayini yapildi. Kalibrasyon grafigi olusturulurken ABTS reaktifi ve
troloks etanol:su (1:1, v/v) g¢oziciisinde hazirlandi. Toplam antioksidan kapasite
degerleri, elde edilen absorbanslar ve troloksun etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde farkli
konsantrasyonlarinin absorbansina karsi troloksun % radikal siipiirme degerleri denklem

3.5’ten hesaplanarak elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.12°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.12: QUENCHER-ABTS deneylerinde kullanilan, troloks’un etanol:su (1:1, v/v)
cozilictsiindeki farkli konsantrasyonlarinin absorbansina karst troloks’un % radikal
stiplirmetoloks grafigi (A=734 nm).

QUENCHER-ABTS yontemiyle toplam antioksidan kapasiteleri tayini degerleri
Denklem 4.5 (Serpen ve ark., 2012a)’de ki gibi mmol TE/ kg kuru numune cinsinden
hesapland1 ve elde edilen sonuglar Tablo 4.5’te ve elde edilen sonuglar1 daha iyi

karsilastirmak i¢in hazirlanan siitun grafik Sekil 4.13’te verilmistir.
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mmol TE/kg kuru bitki =[(% radikal stipiirmegsmex/SasTs m) # 10] (4.5)

burada;

s: ABTS igin troloks’un etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde farkli konsantrasyonlarinin
absorbansina kars1 troloks’un % radikal siipiirme grafiginin egimini (Sapts:4,282) m:

kuru 6rnegin mg kiitlesini belirtmektedir.

4.3.8. ABTS ve QUENCHER-ABTS Tayin Yéntemleri i¢cin Toplam Antioksidan

Kapasite Degerlerinin Karsilastirilmasi

Bitki numunelerinin SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleri ile
elde edilen ekstraklara ABTS yontemi ve bitki numunelerine dogrudan uygulanan
QUENCHER-ABTS yontemi kullanilarak toplam antioksidan kapasiteleri mmol TE/ kg
kuru numune cinsinden tayin edildi. ABTS ve QUENCHER-ABTS yontemlerinin
toplam antioksidan kapasiteleri karsilastirilmas: i¢in Tablo 4.5 ve Sekil 4.13’te

gosterilmistir.
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Tablo 4.5: ABTS ve QUENCHER-ABTS yontemlerinin toplam antioksidan kapasitelerinin karsilagtiriimasi

ABTS yontemi toplam antioksidan kapasite, mmol TE/kg

QUENCHER-ABTS yontemi toplam

BiTKiLER SEE SEE:S(1:1) UDEES(1:1) ASEE:S(1:1) antioksidan kapasite, mmol TE/kg
ARH 12,62+0,03°  50,37+1,63°  65,93+1,63° 5,67+0,21° 67,12+0,21°
EVH 59,45+1,03%  120,56+5,23°  132,67+0,53°  25,86+0,32° 167,04+4,98°
LTH 31,13+0,15%  177,68+£12,75° 199,86+3,29°  8,23+0,04° 154,47+5,45°
CFH 18,40+0,03%  83,6442,28°  75,29+2,17° 3,84+0,25° 89,33+1,67°
CPH 105,39+1,02%  205,04+6,26°  328,29+0,52°  35,40+0,90° 372,25+4,61°
ARL 7,75+40,25° 50,94+1,64°  66,31+0,58" 4,94+0,12° 70,02+1,78°
EVL 63,72+0,37°  177,38+2,53°  138,02+2,61°  23,59+0,08° 202,02+3,16°
LTL 21,24+0,03°  156,27+1,63°  169,42+0,79*  5,77+0,18° 148,16+4,53°
CFL 19,16+0,53°  64,91+4,01°  73,27+0,79 5,42+0,44° 77,94+0,35°
CPL 98,21+1,29%  172,4440,96°  318,44+0,96°  23,37+0,06° 383,3242,61°

* Ayni satirda farkli harflerle (a,b, c, d,e) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (P<0,05).

SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu

etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmig ¢6ziicti ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak yapilmisgtir.

ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. havada kurutulmug, LTH: Lathyrus tuberosus
L. havada kurutulmug, CFH: Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada kurutulmus, ARL: Amaranthus
retroflexus L. liyofilizatorde kurutulmusg, EVL: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatorde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L.
liyofilizatérde kurutulmusg, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatorde kurutulmusg, CPL: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatorde kurutulmus.
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Sekil 4.13: Numune ekstraktlar1 ve kati numunelerin ABTS ve QUENCHER-ABTS
yontemleriyle elde edilen toplam antioksidan kapasitelerinin karsilagtiriimasi

Tablo 4.5 ve Sekil 4.13’e bakildiginda, ARH numunesi i¢cin ABTS toplam antioksidan
kapasite degerinin en yiiksek oldugu yontemin QUENCHER-ABTS (67,12+0,21), en
diisiik oldugu yontemin ise ASE E:S (1:1)’de (5,67+0,21) oldugu goriilmektedir. ARH
numunesinde gergeklestirilen ABTS toplam antioksidan kapasite degerleri ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak bir fark olup olmadigina bakildi. QUENCHER-ABTS ve
UDE E:S(1:1) (65,93+1,63) yontemleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0,05). QUENCHER-ABTS ve UDE E:S(1:1) yontem grubu ile SE E:S(1:1)
(50,37+1,63), SE E (12,62+0,03), ASE E:S (1:1) yontemleri arasinda anlamli bir fark
oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

EVH numunesi i¢in ABTS toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek QUENCHER-
ABTS’de (167,04+4,98), en diisik ise ASE E:S (1:1)’de (25,86+0,32) oldugu
goriilmektedir. EVH numuneside kullanilan tiim yontemler i¢cin ABTS toplam
antioksidan kapasite degerleri ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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LTH numunesinde ABTS toplam antioksidan kapasite degerlerinin en yiiksek oldugu
yontem UDE E:S(1:1) (199,86+3,29) olarak bulundu. En diisiik degerin ise ASE E:S
(1:1)’de (8,23+0,04) elde edildigi goriilmektedir. Bu numune i¢in de uygulanan tiim
yontemler agisindan elde edilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar

bulunmaktadir (p<0,05).

CFH numunesinde ABTS toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek olan yontemin
QUENCHER- ABTS (89,33+1,67), en diisiik degerin ise ASE E:S (1:1)’de (3,84+0,25)
bulundugu goriilmektedir. Bu numune igin tim yontemler agisindan ortalamalar

istatistiksel olarak anlami bir sekilde farklidir (p<0,05).

CPH numunesinde ABTS toplam antioksidan kapasite degerinin en yiiksek oldugu
yontem QUENCHER- ABTS (372,2544,61) olarak elde edildi. En disiik deger ise ASE
E:S (1:1)’de elde edildi (35,40+0,90). Burada da tiim ortalamalar istatistiksel olarak
birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

ARL numunesi i¢in ABTS toplam antioksidan kapasite degerinin en yiiksek oldugu
yontem QUENCHER-ABTS dir (70,02+1,78). En disiik degeri ise ASE E:S (1:1)’de
(4,94+0,12) elde edildi. SE E (7,75+0,25) ve ASE E:S (1:1) yontemleriyle elde edilen
ortalamalar arasinda anlamli bir fark olmadig belirlendi (p>0,05). Bu iki yontem ile
diger yontemler olan UDE E:S(1:1) (66,31+0,58), SE E:S(1:1) (50,94+1,64) ve
QUENCHER-ABTS arasinda 6nemli bir fark oldugu belirlendi. Son {i¢ yontemin kendi

arasinda da istatistiksel manada anlamli bir fark bulunmaktadir(p<0,05).

EVL numunesi i¢cin ABTS toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek olan yontemin
QUENCHER- ABTS (202,02+3,16), en diisiik olanin ise ASE E:S (1:1) (23,59+0,08)
oldugu goriilmektedir. Burada da tiim yontemlerle elde edilen ortalamalar arasinda

anlamli farkliliklarin oldugu bulundu (p<0,05).
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LTL numunesinde ABTS toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek olan yontemin
UDE E:S(1:1) (169,42+0,79), en diisiik olanin ise ASE E:S (1:1) (5,77+0,18) oldugu
gorilmektedir. Bu numune igin tiim yontemlerle elde edilen ortalamalar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu bulundu (p<0,05).

CFL numunesinde ABTS toplam antioksidan kapasite degerini en yiiksek
QUENCHER-ABTS’de (77,94+0,35), en diisiik ise ASE E:S (1:1)’de (5,42+0,44)
oldugu goriilmektedir. Istatistiksel olarak QUENCHER-ABTS ve UDE E:S(1:1)
(73,2740,79) yontemleri arasinda anlamli bir fark bulunmamisken (p>0,05), bu iki
yontemle elde edilen ortalamalar ile diger yontem ortalamalarinin anlamli farkliliklar
sergiledikleri bulundu. Ayrica diger yontemlerin kendi aralarinda da farkli olduklari
belirlendi (p<0,05).

CPL numunesi i¢in ABTS toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek olan yontemin
QUENCHER- ABTS (383,3242,61) oldugu, en disiik degeri ise ASE E:S (1:1)
yonteminin sergiledigi (23,37+0,06) bulundu. CPL numunesinden elde edilen ABTS
toplam antioksidan kapasite degerleri ortalamalar1 arasinda ydntemler agisindan

istatistiksel olarak anlaml farklar oldugu goériilmektedir (p<0,05).

4.3.9. DPPH Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen

Sonuglar

Bitkilerin SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleriyle
ekstraksiyonundan elde edilen ekstraktlarin DPPH yontemi ile toplam antioksidan
kapasiteleri tayinleri yapildi. Toplam antioksidan kapasite degerleri, etanol:su (1:1, v/v)
coziiciisiinde ¢oziilen troloks’un farkli konsantrasyonlarina karsi % radikal siiplirme
degerleri grafiginden Denklem 3.5 yardimiyla hesaplandi. Elde edilen kalibrasyon
grafigi Sekil 4.14’te gosterilmistir. Kalibrasyon grafiginden elde edilen sonuglar Tablo
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4.6’da ve elde edilen sonuglart daha iyi karsilastirmak i¢in hazirlanan siitun grafik Sekil

4.18’te verilmistir.
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Sekil 4.14: DPPH deneylerinde kullanilan, etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiclisiindeki
troloks’un farkli konsantrasyonlarina karsi % radikal siiptirme grafigi (A=525 nm)

4.3.10. QUENCHER-DPPH Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini icin

Reaksiyon Siiresinin Belirlenmesi

DPPH yontemi kullanilarak numunelerin toplam antioksidan kapasitelerinin (mmol
TE/KQ) belirli reaksiyon zamanma (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 dakika) kars1 degisimi
incelendi. Serin ve kuru havada kurutulan numuneler igin elde edilen degerler Sekil
4.15’te, liyofilizator ile kurutulan numuneler i¢in elde edilen degerler Sekil 4.16’da

verilmistir.
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Sekil 4.15: Serin ve kuru havada kurutulan numunelerin QUENCHER-DPPH yontemi
ile farkli reaksiyon siireleri i¢in 525 nm’de olgiilen toplam antioksidan kapasite (mmol
TE/Kkg) degerlerinin degisimi grafigi
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Sekil 4.16: Liyofilizator ile kurutulan numunelerin QUENCHER-DPPH yontemi ile
farkli reaksiyon siireleri i¢in 525 nm’de Olgiilen toplam antioksidan kapasite (mmol
TE/Kkg) degerlerinin degerlerinin degisimi grafigi

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’den elde edilen sonuglara gore reaksiyonun tamamlanmast i¢in

50 dakika reaksiyon siiresinin yeterli olduguna karar verildi.
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43.11. QUENCHER-DPPH Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini
Deneylerinden Elde Edilen Sonuclar

Hava kurusu numuneler ile liyofilizator yardimiyla kurutulmus numuneler igin
QUENCHER-DPPH yontimi kullanilarak toplam antioksidan kapasite (mmol TE/Kg)
tayinleri yapildi. Kalibrasyon grafigi olusturulurken DPPH reaktifi ve troloks etanol:su
(1:1, vlv) ¢oziiciisiinde hazirlandi. Toplam antioksidan kapasite degerleri, troloksun
etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiindeki farkli konsantrasyonlarina karsi % radikal siiptirme
degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen kalibrasyon grafiginden (Sekil 4.17) ve
Denklem 3.5’ten hesaplandi.
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R2=0,999
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% Radikal siipiirme,, ., 525nm

Sekil 4.17: QUENCHER-DPPH deneylerinde kullanilan, troloks’un etanol:su (1:1, v/v)
coziictisiindeki farkli konsantrasyonlarina kars1 % radikal siipiirme grafigi (A=525 nm)

QUENCHER-DPPH yontemiyle toplam antioksidan kapasiteleri tayini degerleri
Denklem 4.6 (Serpen ve ark., 2012a)’de ki gibi mmol TE/kg kuru bitki cinsinden
hesaplandi.

mmol TE/kg kuru bitki=[(% Radikal siipiirmegsmex/ Spppr> m) * 10] (4.6)

burada;
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Soppy:  DPPH  igin  troloks’un etanol:isu  (1:1, v/v) c¢ozicisinde farkli
konsantrasyonlarinin absorbansina karsi troloks’un % radikal siipiirme grafiginin

egimini (SpppH:3,276) m: kuru 6rnegin mg kiitlesini belirtmektedir.

QUENCHER-DPPH yontemi deneylerinden elde edilen sonuglar diger yontemlerle
beraber Tablo 4.6’da, daha iyi karsilastirma yapabilmek adina gizilen siitun grafik ise
Sekil 4.18’de verilmistir.

4.3.12. DPPH ve QUENCHER-DPPH Tayin Yoéntemleri icin Toplam Antioksidan

Kapasite Degerlerinin Karsilastirilmasi

Bitki numunelerden SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleri ile
elde edilen ekstraklara DPPH yontemi, dogrudan bitki numunelerine ise QUENCHER-
DPPH yontemi uygulanarak, numnelerin toplam antioksidan kapasite degerleri mmol

TE/kg kuru numune cinsinden tayin edildi.
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Tablo 4.6: DPPH ve QUENCHER-DPPH yontemleriyle hesaplanan toplam antioksidan kapasitelerinin karsilastiriimasi

DPPH yoéntemi toplam antioksidan kapasite, mmol TE/kg

QUENCHER-DPPH yo6ntemi toplam

BiTKiLER SEE SEE:S(1:1) UDEE:S(1:1) ASEE:S(1:1) antioksidan kapasite, mmol TE/kg
ARH 10,95+0,50°  13,67+0,15°  27,09+0,90P 2,63+0,03° 50,11+1,05°
EVH 46,69+2,04°  84,32+0,79°  90,38+1,99° 16,09+0,64° 153,82+1,72°
LTH 2,46+1,70°  87,30+1,58°  91,88+3,11° 4,97+0,1° 130,35+1,50°
CFH 18,45+0,75  20,19£0,46°  31,11+0,12° 1,43+0,02° 38,90+1,05°
CPH 85,57+3,88"  135,76+3,57°  216,19+1,42°  27,75+0,22° 455,19+5,32°
ARL 4,18+0,11°  26,25+1,13°  25,26+0,44° 1,76+0,08° 36,27+0,43
EVL 51,7041,05°  117,92+1,50°  92,90+2,02° 18,74+1,53° 176,02+8,93°
LTL 7,67+2,09" 66,85+0,73°  83,87+2,23" 3,11+0,23° 105,76+3,70%
CFL 3,7240,20°  32,33+1.24*  23,07+2,95° 2,28+0,04° 35,18+1,29°
CPL 79,49+0,86"  100,63+0,43°  170,72+1,13" 16,50+0,09° 357,82+12,46°

*Aym satirda farkli harflerle (a,b, c, d,e) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
etanol:su (1:1) ¢o6ziicisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak yapilmigtir.

ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus, LTH: Lathyrus tuberosus
L. havada kurutulmus, CFH: Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada kurutulmus, ARL: Amaranthus
retroflexus L. liyofilizatorde kurutulmusg, EVL: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatorde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L.
liyofilizatorde kurutulmug, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatérde kurutulmus, CPL: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatorde kurutulmus.
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Sekil 4.18: Numune ekstraktlar1 ve kati numunelerin DPPH ve QUENCHER-DPPH
yontemleriyle elde edilen toplam antioksidan kapasitelerinin  (mmol TE/kQ)
karsilastirilmast

ARH numunesinde DPPH toplam antioksidan kapasite (mmol TE/kg kuru numune)
degeri en yiiksek olarak QUENCHER-DPPH yonteminde (50,11+1,05), en diisiik ise
ASE E:S (1:1)’de (2,63+0,03) yonteminde elde edildi. Bu numunede tiim yontemler igin
elde edilen DPPH toplam antioksidan ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 farklar oldugu bulundu (p<0,05).

EVH numunesinde DPPH toplam antioksidan kapasite degerinin en yiiksek oldugu
yontem QUENCHER-DPPH (153,82+1,72), en diisiik oldugu yontemin ise ASE E:S
(1:1)’de (16,09+£0,64) oldugu goriilmektedir. Tim yontemler igin elde edilen

ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

LTH numunesinde en yiiksek DPPH toplam antioksidan kapasite degeri QUENCHER-
DPPH’ta (130,35+1,50), en diisiik deger ise SE E’de (2,46+1,70) elde edilmistir. LTH
numunesi i¢cin DPPH toplam antioksidan kapasite degeri ortalamalar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklar olup olmadigina bakildi. UDE E:S (1:1) (91,88+3,11)
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ile SE E:S (1:1) (87,30£1,58) yontemleri arasinda ve ASE E:S (1:1) (4,97+0,1) ile SE E
(2,46+1,70) yontemleri arasinda anlamli  bir fark bulunmamistir (p>0,05).
QUENCHER-DPPH’tan elde edilen toplam antioksidan kapasite degerinin diger

yontemlerden elde edilenlerden anlamli olarak farkli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

CFH numunesinde DPPH toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek olan ontemin
QUENCHER- DPPH oldugu (38,90+1,05), ASE E:S (1:1) ise en diisiik degeri
sergiledigi (1,43+0,02) goriilmektedir. CFH numunesi i¢in tiim yontemler agisindan

ortalamalar arasinda istatistiksel manada anlamli farklar oldugu tespit edildi (p<0,05).

CPH numunesi i¢in yapilan testlerde, DPPH toplam antioksidan kapasite degeri en
yiiksek yontemin QUENCHER-DPPH (455,19+5,32), en diisiik yontemin ise ASE E:S
(1:1) (27,75+0,22) oldugu belirlenmistir. Bu numune i¢in tim yontemler agisinda elde
ediln ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu bulunmustur

(p<0,05).

ARL numunesi i¢cin DPPH toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek olan yontemin
QUENCHER-DPPH (36,27+0,43)oldugu, ASE E:S (1:1) (1,76+0,08) yonteminin ise en
diisiik degere sahip oldugu goriilmektedir. Yapilan anlamlilik testlerinde SE E:S(1:1)
(26,25+1,13) ile UDE E:S(1:1) (25,26+0,44) yontemlerinden elde edilen toplam
antioksidan kapasite degerleri arasinda anlamli bir fark olmadig: belirlendi (p>0,05). SE
E:S(1:1) ile UDE E:S(1:1) yontemlerinin diger yontemler olan QUENCHER-DPPH, SE
E (4,18+0,11) ve ASE E:S (1:1) yontemlerinden farkli oldugu, ayrica bu yontemlerin
kendi aralarinda da anlamli farkliliklar gosterdigi ortaya kondu (p<0,05).

EVL numunesinde gergeklestirilen DPPH toplam antioksidan kapasite degerleri
arasinda en yiiksek olani QUENCHER- DPPH (176,02+8,93) yonteminden, en diigiik
olan degerin ise ASE E:S (1:1)’de (18,74+1,53) yonteminden elde edildigi
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gosterilmistir. Bu numunede de tiim yontemler acisindan elde edilen ortalamalar

arasinda anlamli farkliliklar oldugu bulundu (p<0,05).

ARL numunesi i¢in yapilan DPPH toplam antioksidan kapasite deneylerinden elde
edilen ortalama degerler arasinda en yiiksek olant QUENCHER-DPPH’tan elde edildi
(105,76+3,70). En diisiik degerin ise ASE E:S (1:1)’den elde edildigi ortaya kondu
(3,11+0,23). Yapilan anlamlilik testlerinde SE E (7,67+2,09) ile ASE E:S (1:1)
(3,11£0,23) yontemleri arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi (p>0,05). Bu
yontemler ile diger QUENCHER-DPPH, UDE E:S(1:1) (83,87+2,23), SE E:S (1:1)
(66,85+0,73) yontemleri arasinda 6nemli farklar oldugu, ayrica bu son ii¢ yontemden
elde edilen ortalamalarin kendi aralarinda da anlaml farkiliklar sergiledikleri belirlendi

(p<0,05).

CFL numunesi i¢in DPPH toplam antioksidan kapasite degeri en yiiksek QUENCHER-
DPPH’ta (35,18+1,29), en diisiik SE E’de (2,28+0,04) elde edildi. Yapilan anlamlilik
testlerinde bu numune i¢cin QUENCHER-DPPH ile SE E:S (1:1) (32,33+1.24)
yontemleri ve SE E (3,72+0,20) ile ASE E:S(1:1) (2,28+0,04) yontemleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). UDE E:S (1:1)’den elde edilen ortalamanin ise

diger yontemlerle elde edilenlerden anlami derecede farkli oldugu bulunmustur
(p<0,05).

CPL numunesinde gerceklestirilen DPPH toplam antioksidan kapasite deneylerinden
elde edilen ortalamalardan QUENCHER-DPPH (357,82+12,46) en yiiksek degeri ortaya
koymusken, en diisiikk degeri ise ASE E:S (1:1) (16,50+0,09) sergilemistir. Bu numune

i¢in elde edilen tiim ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farkli bulundu (p<0,05).
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4.3.13. FRAP (Demir(IIT) indirgeme Antioksidan Giicii) Yontemiyle Antioksidan
Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen Sonuclar

Bitki numunelerinin SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)
ekstraksiyonlarindan elde edilen ekstraklarina FRAP yontemi ile toplam antioksidan
kapasiteleri tayini uygulandi. Toplam antioksidan kapasite degerlerinin tespiti i¢in
standart olarak kullanilan  troloks’un etanol:su (1:1, v/v) c¢oziiciisiindeki farkli
konsantrasyonlarina kars1t cizilen absorbans grafigi kalibrasyon grafigi olarak
kullanilmis ve Sekil 4.19’te gosterilmistir. Numunelerin hesaplanan FRAP degerleri
Tablo 4.7°de verilmistir. Daha 1iyi1 bir karsilagtirma yapmak adina bu veriler kullanilarak

cizilen siitun grafik Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.19: FRAP testleri igin standart olarak kullanilan troloks’un, etanol:su (1:1, v/v)
coziiciisiindeki farkli konsantrasyonlarmin, absorbanslarina karsi ¢izilen kalibrasyon
grafigi (A=593 nm)
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4.3.14. QUENCHER-FRAP Yiéntemiyle Antioksidan Aktivite Tayini Icin

Reaksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Bitki numunelerinin tiimiine QUENCHER-FRAP yo6nteminin uygulanmasindan 6nce
numunelerin etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiclisiinde belirli reaksiyon zamanlarina karsi (10,
20, 30, 40, 50, 60 dakika) toplam antioksidan kapasiteleri (mmol TE/kg) belirlenerek
zaman optimzasyonu yapildi. Bitki Ornekleri i¢in elde edilen toplam antioksidan
kapasite degerleri Sekil 4.19°da gosterilen kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi ve
Sekil 4.20°de verildi. Liyofilizator ile kurutulan numuneler i¢in elde edilen degerler ise

Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.20: Hava kurusu numunelerin QUENCHER-FRAP yontemi ile etanol:su (1:1,
vIv) c¢oziiciisiinde farkli reaksiyon siirelerine karsi 593 nm’de olgiilen toplam
antioksidan kapasite (mmol TE/kg) degerlerinin artis1 grafigi.
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Sekil 4.21: Liyofilizator ile kurutulan numunelerinin QUENCHER-FRAP yontemi ile
etanol:su (1:1, v/v) ¢oziiciisiinde farkli reaksiyon siirelerine karsi 593 nm’de oSlgiilen
toplam antioksidan kapasite (mmol TE/kg) degerlerinin artis1 grafigi.

QUENCHER-FRAP yontemiyle antioksidan aktivite tayini deneylerinden elde edilen
Sekil 4.20. ve Sekil 4.21°de ki sonuglara gore reaksiyonun tamamlanmasi igin 40 dakika

reaksiyon siiresinin yeterli olduguna karar verildi.

43.15. QUENCHER-FRAP  Yontemiyle Antioksidan Aktivite Tayini
Deneylerinden Elde Edilen Sonuclar

Havada ve liyofilizator ile kurutulmus numuneler igin QUENCHER-FRAP yontemi ile
toplam antioksidan kapasite (mmol TE/kg) tayini yapildi. Kalibrasyon grafigi
olusturulurken FRAP reaktifleri ve troloks, etanol:su (1:1, v/v) ¢6ziiciisiinde hazirlandi.
Elde edilen sonuglar Sekil 4.19°da gosterilen kalibrasyon grafigi kullanarak Denklem
4.7°den (Serpen ve ark., 2012a) mmol TE/kg kuru numune cinsinden hesaplandi. Tablo
4.7°de verildi. QUENCHER-FRAP yontemi deneylerinden elde edilen sonuglari daha

iyi karsilastirmak i¢in hazirlanan siitun grafik ise Sekil 4.22’de verilmistir.
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mmol TE/ kg kuru bitki =[(AbSsgznm-0,01/ Sprap* m)] = 10 4.7)

burada;

Skrap: FRAP  igin  troloks’un etanol:su  (1:1, v/v) c¢ozicisinde farkhi
konsantrasyonlarinin absorbansina karsi grafiginin egimini (Sgrap:0,048), m: kuru

ornegin mg kiitlesini belirtmektedir (m:10 mg).

4.3.16. FRAP ve QUENCHER-FRAP Yontemi Toplam Antioksidan Kapasiteleri

Tayinlerinin Karsilastirilmasi

Orijinal FRAP ve kati numunelere dogrudan uygulanabilen QUENCHER-FRAP

yontemlerinden elde edilen sonuglar topluca Tablo 4.7 ve Sekil 4.22°de verilmektedir.
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Tablo 4.7: FRAP ve QUENCHER-FRAP yontemlerinin toplam antioksidan kapasitelerinin karsilastiriimasi

FRAP yontemi toplam antioksidan kapasite, mmol TE/kg

QUENCHER-FRAP yo6ntemi toplam

BiTKiLER SEE SEE:S(1:1) UDEE:S(1:1) ASEE:S(1:1) antioksidan kapasite, mmol TE/kg
ARH 13,53+0,55°  23.,38+0,36°  22,51+0,18" 1,80+0,04° 38,3542,08°
EVH 66,42+3,92%  119,19+1,83°  103,47+4,14° 20,81+0,53¢ 189,75+8,66°
LTH 24,7841,22°  76,76+3,69°  68,98+0,78° 3,3840,05° 115,31+5,33%
CFH 8,34+0,04° 11,96+0,54° 16,47+0,89" 0,81+0,03° 42,22+0,05°
CPH 86,962,619  204,1843.22°  169,09+0,52° 13,50+0,07° 518,78+7,88%
ARL 9,46+1,16° 21,34+0,41° 19,1940,13° 1,36+0,09° 31,93+0,45°
EVL 61,92+1,64°  180,32+7,91°  137,89+0,78° 11,86+0,39° 242 38+11,15°
LTL 15,1840,04%  57,39+1,26°  67,88+1,48° 1,91+0,03° 84,22+5,10°
CFL 14,63£0,19°  11,93+0,38° 14,72+0,84° 1,1640,03° 40,08+1,60°
CPL 65,15£3,37%  280,50+2,71°  164,58+3,49° 18,44+0,08° 403,47+19,41°

*Aym satirda farkli harflerle (a,b, c, d,e) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05).

SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
etanol:su (1:1) ¢o6ziicisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak yapilmigtir.

ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus, LTH: Lathyrus tuberosus
L. havada kurutulmug, CFH: Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada kurutulmus, ARL: Amaranthus
retroflexus L. liyofilizatorde kurutulmusg, EVL: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatorde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L.
liyofilizatérde kurutulmusg, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatorde kurutulmusg, CPL: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatorde kurutulmus.
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Sekil 4.22: FRAP ve QUENCHER-FRAP yontemlerinden elde edilen toplam
antioksidan kapasite degerlerinin karsilastirma grafigi.

Bitki ekstraklarina FRAP ve QUENCHER-FRAP yontemi uygulanarak belirlenen

toplam antioksidan kapasite degerlerine (mmol TE/kg kuru numune) bakildiginda;

ARH numunesi i¢in toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru numune)
degeri en yiiksek olan QUENCHER-FRAP uygulamasindan elde edildi (38,35+2,08).
En disiik degerin ise ASE E:S (1:1) yonteminden elde edildigi goriilmektedir
(1,80+0,04). ARH numunesi i¢in toplam antioksidan kapasite FRAP degerleri
ortalamalar1 agisindan SE E:S (1:1) (23,38+0,36) ve UDE E:S (1:1) (22,51+0,18)
yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig belirlendi (p>0,05). SE
E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) yontemleri ile diger QUENCHER-FRAP, SE E
(13,53+0,55), ASE E:S (1:1) yontemleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli farklar
oldugu belirlendi (p<0,05).

EVH numunesi i¢in en yliksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) degerlerinin QUENCHER-FRAP yonteminden (189,75+8,66), en diisiik
degerin ise ASE E:S (1:1)’de (20,81+0,53) yonteminden elde edildigi goriilmektedir. Bu
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bitki i¢in uygulanan tiim yontemlerden elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklar bulunmaktadir (p<0,05).

LTH numunesi i¢in en yliksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) degerlerinin QUENCHER-FRAP yonteminden (115,31£5,33), en diisiik
degerin ise ASE E:S (1:1) yonteminden (3,38+0,05) elde edildigi gorilmektedir. LTH
numunesi i¢in toplam antioksidan kapasite FRAP degerleri ortalamalar1 agisindan SE
E:S (1:1) (76,76+3,69) ve UDE E:S (1:1) (68,98+0,78) yontemleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig: belirlendi (p>0,05). SE E:S(1:1) ve UDE E:S (1:1)
yontemleri ile diger QUENCHER-FRAP, SE E (24,78+1,22), ASE E:S (1:1) yontemleri
arasinda anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,05).

CFH numunesi i¢in en yiiksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) deger QUENCHER-FRAP yonteminden (42,22+0,05), en diisiik deger ise
ASE E:S (1:1)’den (0,81+0,03) elde edildi. Bu bitki i¢in FRAP degerleri ortalamalari
acisindan uygulanan tiin yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmaktadir (p<0,05).

CPH numunesi igin en yiiksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) degeri QUENCHER-FRAP yontemi (518,78+7,88), en diisiik degeri ise ASE
E:S (1:1) yontemi (13,50+0,07) ortaya koydu. CPH numunesine i¢in de uygulanan tiim
ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmaktadir (p<0,05).

EVL numunesi i¢in en yliksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) degeri QUENCHER-FRAP yonteminden (242,38+11,15), en diisiik deger ise
ASE E:S (1:1)’den (11,86+0,39) elde edildigi goriilmektedir. EVL numunesinin tiim
ekstraktlarindan ve kati numuneye dogruan uygulanan QUENCHER-FRAP
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yonteminden elde edilen FRAP degerleri agisindan aralarinda anlamli farklar oldugu

bulunmustur (p<0,05).

LTL numunesi i¢in en yiiksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) degeri QUENCHER-FRAP uygulamasinda (84,22+5,10), en diisiik deger ise
ASE E:S (1:1)’den elde edilen ekstraktta bulunmustur (1,91+0,03). Toplam antioksidan
kapasite FRAP degerleri ortalamalar1 agisindan QUENCHER-FRAP, UDE E:S(1:1)
(67,88+1,48), SE E:S (1:1) (57,39+1,26), SE E (15,18+0,04) ve ASE E:S (1:1)

yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05).

CFL numunesi i¢in en yiiksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) degerleri QUENCHER-FRAP uygulamasindan (40,08+1,60), en diisiik deger
ise ASE E:S (1:1) ekstraktintan (1,16+0,03) elde edilmistir. Toplam antioksidan
kapasite FRAP degerleri ortalamalari agisindan ise UDE E:S (1:1) (14,72+0,84) ve SE E
(14,63+0,19) yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: belirlendi
(p>0,05). UDE E:S (1:1) ve SE E yontemleri ile diger QUENCHER-FRAP, SE E:S
(1:1) (14,63+0,19), ASE E:S (1:1) yontemleri arasinda énemli bir fark oldugu belirlendi
(p<0,05).

CPL numunesi i¢in en yiiksek toplam antioksidan kapasite FRAP (mmol TE/kg kuru
numune) degeri QUENCHER-FRAP’tan (403,47+19,41), en diisiik degerin ise ASE E:S
(1:1)’den (18,44+0,08) elde edildigi goriilmektedir. Toplam antioksidan kapasite FRAP
degerleri ortalamalar1 agisindan tiim yontemler arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir

(p<0,05).
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4.4. LC-MS/MS ile Fenolik Bilesiklerinin Belirlenmesi ve Kantitatif Analizi

Havada ve liyofilizatorde kurutulmus tiim numunelerden elde edilen ekstraktlarin
(pargacik boyutu<125 pum) fenolik bilesik profillerinin belirlenmesi igin LC—MS/MS

analizi gerceklestirildi.

LC-MS/MS calismasinda 19 adet fitokimyasal standart maddenin kalitatif ve kantitatif
analizi i¢in bir metot hazirlanarak validasyon ¢alismalar1 gergeklestirildi. LC-MS/MS
analiz metoduna ait fenolik bilesiklerin MRM gecisleri i¢cin en uygun kosullar alikonma
zamani (RT), ana (parent) iyonlar, standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani),
parcalanma (fragment) iyonlari, Konsantrasyon araligi (ng/mL), iyon modu, bekleme
stiresi (dwell time, ms), fragmentor (V), carpisma enerjisi (V) (CE) Tablo 4.8’de ve
analiz edilen fenolik bilesikler i¢in belirleme alt sinirt (LOD) (ug/L), ve tayin alt sinir1
(LOQ) (ng/L), kalibrasyon denklemi, belirleme katsayisi (R?), bagil standart sapma
(RSD), geri kazanim (%) gibi analitik parametreler Tablo 4.9’da verilmistir.

LC-MS/MS metodunda kullanilan fitokimyasal bilesikler ve siniflart sunlardir:

¢ Fenolik asitler (13 adet): Gallik asit protokatekuik asit, gentisik asit, klorojenik
asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, rozmarinik asit, p-
hidroksi benzoik asit, salisilik asit, benzoik asit, ferulik asit.

+«» Fenolik aldehit (3 adet): Vanilin, siringaldehit, protokatekaldehit.

% Flavanol (2 adet): Katesin hidrat, epigallokatesin galat.

% Vitamin (1 adet): Askorbik asit.
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Tablo 4.8: Fenolik bilesiklerin MRM gegisleri igin en uygun kosullar.

Ana Parcalanma Konsantrasyon . Bekleme Par¢alanma
o a (parent) ¢ arahg (ng/mL) Iyon modu siiresi enerjisi Carpisma

No Bilesik RT ) (Fragment) . _
iyon ivonlar (Dwell time) (Fragmentor) enerjisi
(miz)® Yo% (ms) V) (CE) (V)

1 Askorbik asit 1,02+0,01 175,0 115,0- 87,0 25-10000 Negatif 5 80 10

2 Gallik asit 2,11+0,01 169,0 125,0-79,0 25-10000 Negatif 5 90 15

3 Protokatekuik asit 3,44+0,03 153,0 109,2-91,2 25-10000 Negatif 5 90 6

4 Protokatekaldehit 4,45+0,02 137,0 109,1-92,1 25-10000 Negatif 5 90 20

5 Gentisik asit 4,54+0,05 153,0 108,0-81,0 25-10000 Negatif 5 90 10

6 Kategin hidrat 4,81+0,01 289,1 203,2 -109,0 25-10000 Negatif 5 90 25

7 Klorojenik asit 4,88+0,01 353,1 190,9 - 84,9 25-10000 Negatif 5 90 35

8 Vanilik asit 5,02+0,01 167,1 152,1-108,0 25-10000 Negatif 5 90 30

9 Kafeik asit 5,11+0,01 179,0 135,0-88,8 25-10000 Negatif 5 90 40

10 Epigallokatesin gallat 5,124+0,02 457,1 169,0 — 125,0 25-10000 Negatif 5 90 35

11 Siringik asit 5,20+0,01 197,0 182,1-122,9 25-10000 Negatif 5 90 12

12 Vanilin 5,51+0,01 1511 136,0- 92,2 25-10000 Negatif 5 90 12

13 Siringaldehit 5,86+0,04 1811 166,0 - 151,0 25-10000 Negatif 5 90 12

14 p-Kumarik asit 5,89+0,01 163,0 119,1-93,0 25-10000 Negatif 5 90 9

15 Rosmarinik asit 5,96+0,11 359,1 160,9 -133,0 12-5000 Negatif 5 100 40

16 p-hidroksi benzoik asit ~ 6,13+0,01 137,1 93,1-65,1 25-10000 Negatif 5 90 30

17 Salisilik asit 6,13+0,01 137,0 93,0 - 65,0 25-10000 Negatif 5 80 30

18 Benzoik asit 6,20+0,10 121,0 92,7-77,0 25-10000 Negatif 5 90 9

19 Ferulik asit 6,35+0,09 193,0 178,1-134,0 25-10000 Negatif 5 90 10

*RT: Alikonma zamam(n=10) , "Ana iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlari (m/z oran),
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Tablo 4.9: LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler

% RSD®
- p % geri % geri
LOD LOQ gr)l’tnrlaf;(l:ilgy) gﬁ;ﬁ{d(:;;ﬂer kazamm  kazam m
No Bilesik (hg/mL)®  (ng/mL)®>  Kalibrasyon denklemi R% %RSD
1 Askorbik Asit 0,92 3,24 y=-7,34x2-14,68x-647,75 0,99977 1,95 0,61 93,13 8,96
2 Gallik asit 2,85 9,39 y=74,859505x 0,99760 1,68 6,64 105,57 5,66
3 Protokatekuik asit 2,97 9,81 y=75,515315x 0,99705 1,07 1,26 100.87 10,48
4 Protokatekaldehit 0,64 2,10 y=-0,002064x2+45,89x 0,99024 1,08 5,33 98,05 7,12
5 Gentisik asit 0,75 2,46 y=-0,001767x2+51,96x 0,99862 1,22 6,30 101,10 9,62
6 Katesin hidrat 0,56 1,83 y= -4,54*107x2 +7,9%x+324,70 0,99726 3,88 4,29 113,40 5,16
7 Klorojenik asit 0,10 0,34 y= -0,005470x2 109,53x+2016,58 0,99990 1,61 1,44 83,14 7,65
8  Vanilik asit 0,83 2,72 y=-6,50*10"x* +11,87x 0,99809 851 9,56 95,50 10,69
9 Kafeik asit 0,95 3,14 y= -1,61*10"x2 +2,1x+290,29 0,99340 4,02 2,08 102,28 6,19
10  Epigallokatesin gallat 0,22 0,74 y=-0,003152x2+55,65x 0,99574 7,70 8,55 99,35 49
11  Siringik asit 0,77 2,53 y= -4,36*10‘4x2 +8,37x+440,76 0,99829 2,19 0,93 105,23 2,15
12 Vanilin 0,36 1,17 y=40,44x+981,46 0,99404 1,83 2,62 102,15 2,67
13  Siringaldehit 0,53 1,17 y= -8,52*10x? +16,68x 0,99998 2,27 9,71 85,76 6,91
14 p-Kumarik asit 0,21 0,71 y= -0,005601x2+115,77x+8752,57 0,99893 2,19 2,46 107,81 10,03
15 Rozmarinik asit 1,23 4,06 y= -1,11*10'4x2 +8,13x-63,97 0,99828 2,19 2,12 118,19 7,03
16 p—hidrOkSi benzoik asit 0,62 2,05 y= -0,012232x2+291,93x+24270,40 0,99953 2,70 6,83 105,72 3,95
17  Salisilik asit 0,51 1,67 y= -0,012232x2 +291,93x+24270,40 0,99953 2,70 4,60 105,72 3,95
18 Benzoik asit 0,62 2,05 y= -2,57*10‘5x2 +0,63x-73,67 0,99899 4,11 6,20 102,62 7,06
19 Ferulik asit 0,67 2,23 y= -6,95*10‘4x2 +20,79x-574,03 0,99978 5,56 6,55 95,30 6,52

3LOD: Belirleme alt sInirt, bLOQ (ng/L) :Tayin alt siniri, °R2 Belirleme katsayzsi, dRSD: Bagil standart sapma

168



4.4.1. LC-MS/MS Metod Validasyon Parametreleri

Calismada LC-MS/MS metod validasyon parametrelerinin performans Ozellikleri

standart eklenmis (spike) ve standart eklenmemis 6rnekler kullanilarak belirlenmistir.

4.4.2. Dogrusallik (Lineerite)

19 adet fitokimyasal standart bilesigin kalitatif ve kantitatif analizi igin LC-MS/MS
metodundaki standartlarin lineer araliginin belirlenmesinde 3 tekrarli 25, 50, 250, 1000,
2500, 10000 ng/mL konsantrasyonlarinda kalibrasyon egrileri olusturulmustur.
Kalibrasyon egrilerine ait denklemler ve korelasyon katsayilari (R%) Tablo 4.9°da

gosterilmigtir.

4.4.3. Tekrarlanabilirlik (Kesinlik) ve Geri Kazanim (Gerg¢eklik)

Olusturulan LC-MS/MS metodunun tekrarlanabilirlik ve geri kazanim caligmalar
belirlenen bir ekstrakta ayn1 glinde alt1 tekrar olacak sekilde ve farkli gilinler igersinde (3
farkli giinde) altisar tekrar olacak sekilde diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda standart
ekleme yapilarak gerceklestirilmistir. Ayn1 giin i¢inde ve farkli giinler arasinda (3 farkl
giinde) yapilan dlgiimler sonucunda, tekrarlanabilirlik ve tekrarlanabilirlik % RSD, geri

kazanim ve geri kazanim % RSD degerleri belirlenerek Tablo 4.9° da gosterilmistir.

Geri Kazanim=Bulunan miktar/standart ekleme yapilan miktar

% Geri Kazanim= 100 x Geri Kazanim

Ortalama ( X ) = (Xi+Xp+...+X,)/n
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Standart sapma o =, > (X; - X)?

i=1

RSD=( Standart sapma/Ortalama)x100

4.4.4. Belirleme Alt Sinirlar:1 (LOD) ve Tayin Alt Simirlar1 (LOQ)

LC-MS/MS metodunda kullanilan standartlarin belirleme alt sinirlar1 (LOD) ve tayin alt
sinirlart (LOQ) belirlenmesinde analit icermeyen ekstraktan hazirlanan standartlarin
sinyal verdigi en diisiik derisimde standart ilave yapilarak 10 defa cihaza enjeksiyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore LOD ve LOQ degerleri asagidaki

esitliklere gore hesaplanmis ve Tablo 4.9°da gosterilmistir.

LOD=3x%[verilen konsantrasyonun ortalamasi/(S/N) ortalamasi]
LOQ=10x[verilen konsantrasyonun ortalamasi/(S/N) ortalamasi]|

Burada; S/N= Sinyal/Giiriiltii oranin1 belirtir (Bijlsma, 2014).

4.4.5. LC-MS/MS Metodundaki Standartlarin Kalibrasyon Grafikleri

19 adet fitokimyasal standart maddenin LC-MS/MS metodu ile kalitatif ve kantitatif
analizini gerceklestirmek i¢in kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Kalibrasyon
egrilerine ait grafikler, denklemler ve belirleme katsayilar1 (R?) Ek Sekil 19-36°da
gosterilmistir. Burada 6rnek olarak Askorbik asit’e ait kalibrasyon grafigi asagidaki
Sekil 4.23°te goriilmektedir.
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Ascorbic Acid - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
$ x105 | y=-7.338327E-005*x "2 + 14.676166 * x - 647.746149
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Sekil 4.23: Askorbik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

4.4.6. LC-MS/MS Metodundaki Standartlarin Kalibrasyon Grafikleri

19 standart i¢in LC-MS/MS metoduna ait ait toplu kromatogramlar Sekil 4.24°te, tekli
kromatogramlar Sekil 4.25’te gosterilmistir. Bitki ekstraktlar1 i¢in elde edilen
kromatogramlara 6rnek olarak hava kurusu Amaranthus retroflexus L (ARH) 6rneginin
SE etanol:su (1:1, v/v) ¢o6ziiclisiinde elde edilen ekstraktina ait kromatogram asagidaki

Sekil 4.26°da verilmis, diger tiim kromatogramlar Ek Sekil 37-75te gosterilmistir.
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Sekil 4.24: 10000 ppb konsantrasyondaki 19 standardin LC-MS/MS metodu ile
taranmasina iliskin toplu kromatogramlar:

%104 |Ascorbic Acid: -ESI MRM Frag=E0,0V CID@2.0 (175.0 -> 115.0) 10000ppb-Mix-2.d Smeocth (17)
1 1 1

0s

%104 Cafeic: -ESI MRM Frag=90.0% CID&10.0 (179.0 -> 135 0) 10000ppb-Mix-2.d Smooth (17)

25

%102 Catechin_Hydrate -ES| MRM Frag=80.0v CID&12 0 (289.1 -» 202 2) 10000ppb-Mix-2.d Smooth (17)

Chilorogenic: -ESI MRM Frag=280 0V CID&6.0 (352.1 -> 180.8) 10000ppb-Mix-3.d Smosth (173
1 1

Epigalle: -ESI MRM Frag=90 0V CID&S.0 (457.1 -» 168.0) 10000ppb-Mix-3.d Smooth (173

Gallic: -ESI MRM Frag=80.0% CID@E.0 (168.0 -» 125.0) 10000ppb-Mix-3.d Smooth (42)

Gentisic: -ES| MRM Frag=80.0V CID&20.0 (153.0 -» 108.0) 10000ppb-Mix-3.d Smooth (17)
Protocate Aldehyde -ES| MRM Frag=80 0V CID&20.0 (137.0 -= 108.0) 10000ppb-Mix-3.d Smooth (21)

Protocatechuic: -ESI MRM Frag=580 0V CID@6.0 (153.0 -= 108 2) 10000ppb-Mix-3.d Smooth (17)
1

Vanillic: -ESI MRM Frag=50.0V CID@4.0 (167.1 -= 152.1) 10000ppb-Mix-3.d Smooth (17)

-] N
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&5 B 78 7 88 & 88 5 45 -4 38 3 35 - 4 a5 & 88 &
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.25: 10000 ppb konsantrasyondaki 19 standardin LC-MS/MS metodu ile

taranmasina iliskin tekli kromatogramlar:
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Sekil 4.25’in devami

Benzoic: -ES| MRM Frag=30.0V CID@4.0 (1210 -> $2.7) 10000ppb-Mix-3 4

M,AMM,M&R,_&V.__&A Vo SON VA ANIPNN A oA o s A ),

%104 Ferulic: -ESI MRM Frag=30.0V CID@5.0 (133.0 -» 178.1) 10000ppb-Mix-3.d

%105 |P-Coumaric_pr: -ES| MRM Frag=50.0v CID@12.0 (163.0 -» 112.1) 10000ppb-Mix-3.d

%104 P-OH-Benzoic: -ESI MRM Frag=50.0 CID@10.0 (137.1 -> 93.1) 10000ppb-Mix-3.d

%104 Rosmarinic: -ESI MRM Frag=100 0V CID@.0 (359.1 -> 160.9) 10000ppb-Mix-3d
24,

%103 Salicylic acid: -ESI MRM Frag=80.0v CID@10.0 (137.0 > 92.0) 10000ppb-Mix-3d
i

%102 Syringaldehyde: -ES| MRM Frag=30 0 CID@5.0 (181.1 -> 166.0) 10000ppb-Mix-3d
75411

5.
25

%102 Syringic: -ESI MRM Frag=50.0V CID@5.0 (137.0 -> 182.1) 10000ppb-Mix-3d

75
3
25

%104 Vanilin: -ES| MRM Frag=80.0v CID@5.0 (151.1 -> 126.0) 10000ppb-Mix-3.d
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Sekil 4.26: ARH SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS kromatogrami

173



4.4.7. Bitki Ekstraktlarinin Fitokimyasal Iceriklerinin LC-MS/MS ile Kantitatif
Analizi

Tim bitki numunelerinden (pargacik boyutu<125 um) SE E:S (1:1), SE E, UDE
E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin
fitokimyasal madde igerikleri Kalitatif ve kantitatif olarak validasyon ¢aligmalar1 yapilan
metoda gore LC-MS/MS cihazinda belirlendi.

4.4.7.1. Amaranthus retroflexus L. (AR) Bitkisinin Fitokimyasal I¢eriginin LC-
MS/MS ile Kantitatif Analizi

Hava kurusu ve liyofilizatérde kurutulmus AR bitkisinden elde edilen SE E:S (1:1), SE
E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinin LC-MS/MS metodu ile belirlenen

fitokimyasal madde igerik sonuglar1 Tablo 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.10: Amaranthus retroflexus L.(AR) bitkisinin ¢esitli ekstraktlarinin LC- MS/MS ile kantitatif analizi.
Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir 1: Askorbik asit, 2: Gallik asit, 3: Protokatekuik asit, 4: Protokatekaldehit, 5: Gentisik asit, 6: Katesin hidrat, 7:
Klorojenik asit, 8: Vanilik asit, 9: Kafeik asit, 10: Epigallokatesin galat, 11: Siringik asit, 12: Vanilin, 13: Siringaldehit, 14: p-Kumarik asit, 15: Rozmarinik asit,
16: p-hidroksi benzoik asit, 17: Salisilik asit, 18: Benzoik asit, 19: Ferulik asit. Fitokimyasallarin konsantrasyon birimi: pg/100g kuru bitki numune.

ARH ARL

Analit SEE SE E:S (1:1) UDE E:S(1:1) ASEE:S(1:1) |SEE SE E:S (1:1) UDE E:S(1:1) ASE E:S (1:1)
1 - - - 22.24+1,12 - - - 8,71+0,61

2 - - - - - - - -

3 66,43+2,26° 55,54+2,79° 46,56+1,5°8 9,9640,48" 96,28+3,67° 81,48+0,84° 51,46+1,82° 13,32+0,55¢
4 - - - - - - - -

5 80,05+2,50° 86,702,882 62,02+0,65° 13,31+0,39¢ 105,702,447 97,22+232° 77,98+1,66° 16,68+0,79¢
6 1,3040,04° 163,52+15,98%  1,16+0,04° 0,0930,003° 2,68+0,01° 1,16+0,01° 0,19+0,01° 0,037+0,003°
7 196,98+5,44° 605,88+17,79°  1674,08+3,99° - 74,28+2 42° 521,82423,54°  874,92+9,54° -

8 - 145,02+5,82 - 133,95+5,45 - 55,942.44 - 237,26+8,18
9 - 1762,40+49.91°  444,10+5,18" 130,27+7,45¢ - 15,58+0,41° 874,9249 54 28,16+0,78°
10 - - - - - - - -

11 - - - - - - - -

12 7,43+0,28° 315+9,34° 111,32+1,74° 13,10+0,25° 11,80+0,58° 189,94+6,76° 84,64+2.41° 14,86+0,49°
13 9,63+0,65° 99,02+2,47% 22,82+0,37° 8,06:£0,44¢ 8,65+0,67° 126,56+4,65° 24,26+0,64" 7,34+0,47°
14 150,55+3,52° 317.80+13,81° 55,2442 .36° 47.48+1,44° 75,05+1,43° 417,72+18,93*  26,76+0,84° 19,82+0,56°
15 0,175+0,004° 3,7240,03" 34,2+0,90° 0,40+0,01° 1,1420,01° 0,7+0,001° 1,2840,01° 0,64+0,03¢
16 - - - - - - - -

17 - 27,94+1,73 - - - 37,2242,17 - -

18 619,43+8,53¢ 2847,32439.21°  696,24+5,73" 671,11+6,80" 470,95¢ 1932,42+40,33%  868,18+12,73"°  624,58+4,14°
19 - 20,90+0,67 - - - -

*Ayni satirda farkli harflerle (a,b, ¢, d ) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). -: Tespit edilemedi.
SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiciisii, SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
etanol:su (1:1) ¢oziiciisii ve ASE E:S (1:1) ASE etanol:su (1:1) ¢oziiciisii kullanilarak yapilmustir.
ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, ARL: Amaranthus retroflexus L. liyofilizatérde kurutulmus.
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ARH numunesi ekstraktlarinin LC-MS/MS ile 19 adet fitokimyasal madde agisindan
analiz sonuclar1 degerlendirildigide, protokatekuik asit, gentisik asit, klorojenik asit,
kafeik asit, vanilin ve siringaldehit miktarlar1 bakimindan tiim ekstraksiyon yontemleri
arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Benzoik asit igin UDE
E:S(1:1) ile ASE E:S(1:1) ekstraktlar1 arasinda ve SE E ile UDE E:S(1:1) ekstraktlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). SE E:S (1:1)
ekstrakti ile diger ekstraktlar arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05). Katesin
hidrat i¢in SE E, UDE E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler
arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu ii¢ ekstraktrakt ile SE E:S (1:1)
ekstrakti arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). p-Kumarik asit i¢in UDE
E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark
bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1), SE E ekstrakt: arasinda
anlaml1 bir fark bulunmaktadir (p<0,05). Rozmarinik asit i¢in SE E ve ASE E:S (1:1)
ekstraktinda tespit edilen degerler arasinda anlamli bir fark tespit edilememisken
(p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) ekstraktlar1 arasinda 6nemli
bir fark oldugu belirlendi (p<0,05). Bununla birlikte vanilik asit SE E:S (1:1) ve ASE
E:S(1:1) ekstraktlarinda, askorbik asit sadece ASE E:S (1:1) ekstraktinda, salisilik asit
ve ferulik asit ise sadece SE E:S (1:1) estrakinda tespit edilmistir. Ayrica gallik asit,
protokatekaldehit, epigallokatesin gallat, Siringik asit, p-hidroksi benzoik asit
gerceklestirilen  ekstraksiyon tekniklerinden elde edilen ekstraktlarda tespit

edilememistir.

ARL numunesi ekstraklarinin LC-MS/MS ile 19 adet fitokimyasal madde agisindan
kalitatif ve Kkantitatif analiz sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde;
protokatekuik asit, gentisik asit, katesin hidrat, klorojenik asit, kafeik asit, rozmarinik
asit, benzoik asit maddelerinin miktarlar1 bakimimdan tiim ekstraksiyon yontemleri
arasinda anlaml bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Vanillin ve siringaldehit i¢in
SE E:ve ASE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlaml fark
bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) eksraktlari

arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05).
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Bununla birlikte vanilik asit SE E:S (1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda, askorbik asit
sadece ASE E:S(1:1) ekstraktida, salisilik asit ise sadece SE E:S (1:1) estraktina tespit
edilmistir. Ayrica gallik asit, protokatekaldehit, epigallokatesin gallat, siringik asit, p-
hidroksi benzoik asit ve ferulik asit gergeklestirilen ekstraksiyon tekniklerinden elde

edilen ekstraktlarda tespit edilememistir.

4.4.7.2 Echinops viscosus DC. subsp. bithynicus (Boiss.) Rech f. (EV) Bitkisinin
Fitokimyasal I¢eriginin LC-MS/MS ile Kantitatif Analizi

Hava kurusu ve liyofilizatode kurutulmus EV bitkisinden elde edilen SE E:S (1:1), SE
E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinin LC-MS/MS metoduyla belirlenen

fitokimyasal madde icerik sonuglar1 Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.11: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. bitkisinin ¢esitli ekstraktlarinin LC-MS/MS ile kantitatif analizi.
Fitokimyasallar numaralarla belirtilmigtir 1: Askorbik asit, 2: Gallik asit, 3: Protokatekuik asit, 4: Protokatekaldehit, 5: Gentisik asit, 6: Katesin hidrat, 7: Klorojenik
asit, 8: Vanilik asit, 9: Kafeik asit, 10: Epigallokatesin galat, 11: Siringik asit, 12: Vanilin, 13: Siringaldehit, 14: p-Kumarik asit, 15: Rozmarinik asit, 16: p-hidroksi

benzoik asit, 17: Salisilik asit, 18: Benzoik asit, 19: Ferulik asit. Fitokimyasallarin konsantrasyon birimi: pg/100g kuru bitki numune

EVH EVL
Analit SEE SE E:S (1:1) UDE E:S (1:1) ASE E:S (1:1) SEE SE E:S (1:1) UDE E:S (1:1) ASE E:S (1:1)
1 1550,33+40,46°  356,34+11,78° 197,96+3,45° 19,75+0,51¢ 848.33423,71°  195,72+4,87° 69,06+1,76° 28,75+0,75°
2 - - - - - - - -
3 124,88+5,48° 362,76+13,45° 85,22+4.53¢ 58,67+1,33° 111,1843,86° 555,76+23,44°  61,9442,71° 71,22+1,02¢
4 - - - - - -
5 109,10+4,65° 138,30+6,43% 144,56+6,11% 20,07+0,43¢ 102,53+3,31° 97,90+7,42° 120,244324%  20,59+0,58°
6 0,2+0,001°¢ 1,7240,03% 0,36+0,01° - 2,1+0,01° 1,30+0,02° 0,29+0,01° -
7 9911,83+60,65°  5892,48+102,93°  5665,3+50,15° 810,63+11,34¢ 8817,78+56,82%  5597,98+89.45°  5085,04+45,87° 951,969,75°
8 - 39,542,55 - 20,54+0,81 - 9,5+0,35 - 1,11£0,05
9 80,55+7,32° 168,72+17,44% 33,06+2,54° 21,36+0,48° 15,33+1,43° 217,4241921%  36,36+3,56° 12,26+0,73°
10 - - - - - - - -
11 - 21,16+0,97 7,94+0,81° 4,15+0,02° - - - -
12 32,10+4,58° 211,68+8,33% 92,3+4,41° 71,37+2,33¢ 29,65+6,20° 168,4243,64° 65,942,84° 33,15+0,64°
13 29,3342,55°¢ 225,18+21 542 50,5+5,26 59,2840,08° 10,28+0,89" 173,74+12,38%  24,52+2,76" 17,050,68"
14 32,2842.56° 97,72+2,76° 13,16+0,53¢ 26,69+1,55¢ 14,45+1,54° 83,64+3,12° 8,3+0,28° 17,05+0,37°
15 - - 2,14+0,19 - 0,96+0,02¢ 2,0240,03" 1,5240,11° 3,38+0,03%
16 - - - - 22,78+3,83 - - -
17 228,70+16,80" 495,32+40,66° - 97,34+3,22° 49,95+2,55" 398,54+26,86° 22,03+0,66"
18 91,45+5,33°¢ 128,98+4,33° - 588,63+5,54% - - - 682,57+9,11
19 - - - - - - - -

*Aym satirda farkl harflerle (a,b, c, d) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). -: Tespit edilemedi.

SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢o6ziiciisii, SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu

etanol:su (1:1) ¢oziiciisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmus ¢6ziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii kullanilarak yapilmstir.

EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus; EVL: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatorde
kurutulmus.
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EVH numunesinden elde edilen ekstraktlarin LC-MS/MS ile 19 adet fitokimyasal
madde agisindan yapilan analiz sonuglarina bakildiginda, askorbik asit protokatekuik
asit, gentisik asit, katesin hidrat, klorojenik asit, siringik asit, vanilin, p-kumarik asit,
salisilik asit, benzoik asit miktarlar1 bakimindan hepsinin farkli oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Kafeik asit i¢in UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda tespit edilen
degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1),
SE E ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Siringaldehit igin
UDE E:S(1:1) ile ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda ve UDE E:S(1:1) ile SE E
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05).
SE E:S (1:1) ekstrakt1 ile diger ekstraksiyon yoOntemleri arasinda anlamli bir fark
bulunmaktadir (p<0,05). Bununla birlikte vanilik asit SE E:S (1:1) ve ASE E:S(1:1)
ekstraktlarinda, askorbik asit sadece ASE E:S(1:1) estraktinda, rozmarinik asit ise
sadece UDE E:S(1:1) estraktinda tespit edilmistir. Ayrica gallik asit, protokatekaldehit,
epigallokatesin gallat, p-hidroksi benzoik asit ve ferulik asit bu bitki i¢in elde edilen

ekstraktlarin hi¢ birinde tespit edilememistir.

EVL numunesi icin elde edilen ekstraktlarin fitokimyasal madde igeriklerine
bakildiginda, askorbik asit, protokatekuik asit, katesin hidrat, klorojenik asit, vanilin,
rozmarinik asit maddelerinin miktarlar1 bakimindan tiim ekstraktlar arasinda anlamli bir
fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05).Gentisik asit icin SE E:S (1:1) ve SE E
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu
iki ekstrakt ile, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemleri arasinda anlamli bir fark
vardir (p<0,05). p-Kumarik asit i¢cin SE E ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarindan tespit
edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile, SE E:S
(1:1) ve UDE E:S (1:1) yontemleri arasinda fark anlamlhidir (p<0,05). Kafeik asit ve
Siringaldehit i¢in SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda tespit edilen
degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu ii¢ ekstrakt ile SE E:S (1:1)
ekstrakti arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05).
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Salisilik asit i¢in SE E ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda
anlaml fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) yontemi arasinda
anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Bununla birlikte vanilik asit SE E:S (1:1) ve
ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda, p-hidroksi benzoik asit sadece SE E ekstraktinda, benzoik
asit ise sadece ASE E:S(1:1) estraktinda tespit edilmistir. Ayrica gallik asit,
protokatekaldehit, epigallokatesin gallat, siringik asit ve ferulik asit bu numune igin
gerceklestirilen  ekstraksiyonlardan elde edilen ekstraktlarin  higbirinde tespit

edilememistir.

4.4.7.3. Lathyrus tuberosus L. (LT) Bitkisinin Fitokimyasal i¢eriginin LC-MS/MS

ile Kantitatif Analizi

LT bitkisinin toprak istii kisimlarmin havada (LTH) ve liyofilizatérde kurutulmus
(LTL) (pargacik boyutu<125 um) numunelerinden elde edilen ekstraktlar LC-MS/MS
metoduyla fitokimyasal madde igerikleri agisindan analiz edilmis ve sonuglar Tablo

4.12°de verilmistir.
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Tablo 4.12: Lathyrus tuberosus L. bitkisinin toprak iistii kistmlarinin gesitli ekstraktlarinin LC- MS/MS ile kantitatif analizi.
Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir 1: Askorbik asit, 2: Gallik asit, 3: Protokatekuik asit, 4: Protokatekaldehit, 5: Gentisik asit, 6: Katesin hidrat, 7:
Klorojenik asit, 8: Vanilik asit, 9: Kafeik asit, 10: (-)- Epigallokatesin galat, 11: Siringik asit, 12: Vanilin, 13: Siringaldehit, 14: p-Kumarik asit, 15: Rozmarinik
asit, 16: p-hidroksi benzoik asit, 17: Salisilik asit, 18: Benzoik asit, 19: Ferulik asit. Fitokimyasallarin konsantrasyon birimi: pug/100g kuru bitki numune

LTH LTL
Analit SEE SE E:S (1:1) UDE E:S(1:1) ASEE:S(1:1) | SEE SE E:S (1:1) UDEE:S(1:1) ASEE:S(1:1)
1 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 74,13+4,11° 94,04+4,51% 31,09+3,91° 18,39+0,80¢ 70,98+3,68° 64,2242 35° 23,64+£2,21° 9,13+0,33¢
4 - - - - - - - -
5 83,35+6,54° 126,32+6,78% 34,56+2,55° 12,67+0,33¢ 84,48+7,62° 94,56+5,54° 34,8942 67° 12,62+0,39°
6 1,25+0,05° 1,88+0,30° 0,16+0,01° 0,28+0,02° 0,3+0,01° 0,40+0,02"
7 711,08+30,46 253,68+9,88°¢ 521,56+15,46"  102,19+1,39" 180,88+9,10°  114,26+3,72° 299,26+11,43%  14,93+0,76°
8 - - - - - - - -
9 - - 8,2+0,32 - - - - -
10 - - - - - - - -
11 - 46,30+1,44 - - 1,9+0,06 - - -
12 4,7+0,58° 102,72+4,79° 59,52+6,87° 12,82+0,55¢ 17,38+1,44° 138,36+3,97 47,50+2,35° 12,41+0,30°
13 340,07° 56,30+5,382 22,24+1,78" 5,36+0,07° 11,340,96° 139,10+8,57° 34,242.46° 5,84+0,23¢
14 184,18+12,56° 453,96+28,95° 51,62+4,66° 63,4240,95° 128,53+8,45°  400,88+24,18%  46,72+3,83¢ 30,07+0,56°
15 2,55+0,04° 10,86+0,74° 14,6+0,45° 29,76+2,31° 4.45+0,07° 4,82+0,93" 1,38+0,01° 6,72+0,65°
16 - - - - - - - -
17 119,18+6,21° 516,42+33,72° 16,20+0,26° 11,09+0,77° 253,03+22,66° 445,84+27,56°  49,28+2,44° 19,82+0,89°¢
18 80,75+3,74° 466,10+19,63° - 669,84+15,33% | 205,15+10,24° 617,26+21,82° - 713,70+18,75°
19 - - 260,08+1,25 - - - - -

*Aym satirda farkl harflerle (a,b, c, d) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). -: Tespit edilemedi.
SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiciisii, SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
etanol:su (1:1) ¢o6ziicisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak yapilmigtir.

LTH: Lathyrus tuberosus L. havada kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L. liyofilizatérde kurutulmus.
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LTH numunesinden elde edilen SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)
ekstraktlari tizerinde 19 adet fitokimyasal madde agisindan gergeklestirilen LC-MS/MS
analiz sonuglarina bakildiginda, protokatekuik asit, gentisik asit, katesin hidrat,
klorojenik asit, siringaldehit, p-kumarik asit, rozmarinik asit ve benzoik asit miktarlar

acisindan hepsinin istatistiksel manada farkli oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Vanilin i¢in SE E ve ASE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda
anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1), UDE E:S (1:1)
ekstraktlart arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Salisilik asit icin UDE
E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark
bulunmaz iken (p>0,05), SE E:S (1:1), SE E ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bununla birlikte kafeik asit ve ferulik asit sadece UDE
E:S (1:1) estraktinda, siringik asit asit ise sadece SE E:S (1:1) estraktinda tespit
edilmistir. Ayrica askorbik asit, gallik asit, protokatekaldehit, vanillik asit,
epigallokatesin gallat ve p-hidroksi benzoik asit bu bitki numunesinden elde edilen

higbir ekstraktta tespit edilememistir.

LTL numunesinden elde edilen ekstraktlarin LC-MS/MS ile 19 adet fitokimyasal madde
acisindan yapilan analizinde elde edilen snuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde;
protokatekuik asit, klorojenik asit ve benzoik asit miktarlar1 bakimindan tiim ekstraktlar
arasinda anlaml bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Gentisik asit, katesin hidrat
ve rozmarinik asit i¢in SE E:S(1:1) ve SE E ekstraklarinda tespit edilen degerler
arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05). Bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1), UDE
E:S(1:1) ekstraktlar: arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05).

Vanilin ve siringaldehit i¢in SE E ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler
arasinda anlaml fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1), UDE
E:S(1:1) ekstraktlar1 arasinda anlamli farklar oldugu tespit edilmistir (p<0,05). p-
Kumarik asit ve salisilik asit i¢in UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda tespit
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edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S
(1:1) ve SE E yontemleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Bununla
birlikte siringik asit sadece SE E estraksiyon yonteminde tespit edilmistir. Ayrica
askorbik asit, gallik asit, protokatekaldehit, vanillik asit, kafeik asit, epigallokatesin
gallat, p-hidroksi benzoik asit ve ferulik asit hi¢bir ekstraktta tespit edilememistir.

4.4.7.4. Chenopodium foliosum Asch. (CF) Bitkisinin Fitokimyasal i¢eriginin LC-
MS/MS ile Kantitatif Analizi

Hava kurusu ve liyofilizatérde kurutulmus CF bitkisi numunelerinden (pargacik boyutu
< 125 um) elde edilen SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarin
LC-MS/MS metoduyla fitokimyasal madde igerik analizine iliskin sonuglar1 Tablo

4.13’de verilmistir.
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Tablo 4.13: Chenopodium foliosum Asch bitkisinin ¢esitli ekstraktlarinin LC-MS/MS ile kantitatif analizi.
Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir 1: Askorbik asit, 2: Gallik asit, 3: Protokatekuik asit, 4: Protokatekaldehit, 5: Gentisik asit, 6: Katesin hidrat, 7: Klorojenik
asit, 8: Vanilik asit, 9: Kafeik asit, 10: Epigallokatesin galat, 11: Siringik asit, 12: Vanilin, 13: Siringaldehit, 14: p-Kumarik asit, 15: Rozmarinik asit, 16: p-hidroksi
benzoik asit, 17: Salisilik asit, 18: Benzoik asit, 19: Ferulik asit. Fitokimyasallarin konsantrasyon birimi: pg/100g kuru bitki numune

CFH CFL
Analit SEE SEE:S(1:1) UDEE:S(1:1) ASEE:S(1:1) |SEE SE E:S (1:1) UDE E:S (1:1) ASE E:S (1:1)
1 535,00+25,12 - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 75,35+3,47° 38,90+1,56°  70,10+4,18% 47,64+0,40° 76,80+3,87° 156,4048,27°  65,96+2,63" 26,00+0,51°
4 - - - 10,18+0,80 ; - - 24,28+0.4
5 83,28+4.67° 50,69+2,25°  83,90+1,55° 42,67+1,2° 87,18+5,53° 207,88+10,66°  93,14+1,78" 38,02+1,8°
6 0,43+0,01° 0,59+0,01° 1,14+0,022 0,25+0,01¢ 0,5+0,01° 7,36+0,45° 0,62+0,01" 0,10+0,01°
7 21,73+1,64° - 16,20+0,76° 3,92+0,08° 68,80+3,222 1,39+0,08° 0,75+0,04° 35,68 +£0,53"
8 - - - - - - - -
9 - - - - - - - -
10 - - - - - - -
11 - - - - - - - -
12 7,73+0,44° 63,30+2,89*  64,78+2,32% 3,92+0,2° 8,10+0,51 60,24+4,56° 14,36+1,55" 6,00+0,33°
13 0,88+0,02° 14,66+1,55"  48,04+3,68" 1,64+0,10° 3,43+0,22° 10,80+1,85° 7,78+0,56" 1,83+,0,27¢
14 82,98+5,77° 52,8542,40°  92,54+4,88° 4,20+0,08° 91,13+3,41° 195,68+7,33*  23,86+2,77" 4,07+0,15°
15 23,23+1,02° 0,27+0,01° 14,73 £1,30° - 1,14+0,03° 0,640,02" 0,26+0,01° -
16 - - - - - - - -
17 - 13,07+1,22 - - - - - -
18 - 2,28+0,53°¢ 194,26+8,44° 664,64+7,55° - - - 472,20+5,63
19 - - 6221,44+88.63 - - - - -

*Ayni satirda farkli harflerle (a,b, ¢, d) gosterilen degerler arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). -: Tespit edilemedi.
SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiclisii, SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
etanol:su (1:1) ¢o6ziicisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak yapilmigtir.

CFH: Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatérde kurutulmus.
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CFH numunesinden elde edilen SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)
ekstraktlarinin LC-MS/MS ile 19 adet fitokimyasal madde agisindan gergeklestirilen
analiz sonuglarina bakildiginda, katesin hidrat, klorojenik asit, p-kumarik asit,
rozmarinik asit ve benzoik asit miktarlar1 arasinda anlamli farklar oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Protokatekuik asit ve gentisik asit i¢in UDE E:S (1:1) ve SE E
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu
iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark
oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Vanilin i¢in SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler
arasinda anlaml fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E ve ASE E:S (1:1)
ekstraklart arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Siringaldehit igin
SE E ve ASE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark
bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) ekstraktlar1
arasinda anlaml bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Bununla birlikte askorbik asit sadece
SE E estraktinda, protokatekaldehit asit sadece ASE E:S (1:1) estraktinda, salisilik asit
sadece SE E:S (1:1) estraktinda ve ferulik asit ise sadece UDE E:S (1:1) estraktinda
tespit edilmistir. Ayrica gallik asit, vanilik asit, kafeik asit, epigallokatesin gallat,

siringik asit ve p-hidroksi benzoik asit hi¢bir ekstraktta tespit edilememistir.

CFL numunesinden elde edilen SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1)
ekstraktlari tizerinde gergeklestirilen LC-MS/MS analiz sonuglarina bakildiginda, tespit
edilen siringaldehit, p-kumarik asit, rozmarinik asit miktarlarinin anlamli olarak farkl

oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Protokatekuik asit, Gentisik asit ve Katesin hidrat icin SE E ve UDE E:S (1:1)
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). Bu
iki ekstrakt ile SE E:S(1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0,05).
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Gentisik asit, katesin hidrat ve rozmarinik asit i¢in SE E:S(1:1) ve SE E ekstraktlarinda
tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile
SE E:S (1:1) ve UDE E:S(1:1) ckstraktlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Klorojenik asit i¢in SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) ekstraktlarinda
tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05). Ancak, bu iki ekstrakt
ile SE E ve ASE E:S (1:1) ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Vanilin i¢in UDE E:S (1:1) ile SE E ekstraktlarinda ve SE E ile ASE E:S (1:1)
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Fakat,
SE E:S (1:1) ekstrakt:i ile diger ekstraktlar arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir
(p<0,05). Protokatekaldehit ve benzoik asit asit sadece ASE E:S (1:1) estraktida tespit
edilmistir. Ayrica askorbik asit, gallik asit, vanillik asit, kafeik asit, epigallokatesin
galat, siringik asit, p-hidroksi benzoik asit, salisilik asit ve ferulik asit bu biti

numunesinden elde edilen hig ir ekstraktta tespit edilememistir.

4.4.75. Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent (CP) Bitkisinin Fitokimyasal
I¢eriginin LC-MS/MS ile Kantitatif Analizi

CP bitkisinin toprak {istii kisimlarimin havada (CPH) ve liyofilizatérde (CPL)
kurutulmus (pargacik boyutu<125 um) numunelerinden elde edilen SE E:S (1:1), SE E,
UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraktlarinin, LC-MS/MS metoduyla fitokimyasal

madde analiz sonuglar1 Tablo 4.14’de verilmistir.
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Tablo 4.14. Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent bitkisinin toprak iistii kisimlarinin ¢esitli ekstraktlarinin LC-MS/MS ile kantitatif

analizi.

Fitokimyasallar numaralarla belirtilmistir 1: Askorbik asit, 2: Gallik asit, 3: Protokatekuik asit, 4: Protokatekaldehit, 5: Gentisik asit, 6: Katesin hidrat, 7:
Klorojenik asit, 8: Vanilik asit, 9: Kafeik asit, 10: Epigallokatesin galat, 11: Siringik asit, 12: Vanilin, 13: Siringaldehit, 14: p-Kumarik asit, 15: Rozmarinik asit,
16: p-hidroksi benzoik asit, 17: Salisilik asit, 18: Benzoik asit, 19: Ferulik asit. Fitokimyasallarin konsantrasyon birimi: pg/100g kuru bitki numune

CPH CPL
Anali SEE SE E:S (1:1) UDE E:S(1:1) ASEE:S(1:1) |SEE SE E:S (1:1) UDE E:S(1:1) ASEE:S(1:1)
t
1 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
3 160,39+8,36° 203,23+33,21° 173,10£10,73%  69,53+4,56° 109,65+4,26°  199,25+28.77% 107,06+5,33° 32,70+0,74°
4 - 57,45+1,75° 74,28+3,65° 24,69+0,40° - 60,96+2,232 56,86+2,68° 21,98+0,54°
5 330,10£15,21%°  185,95+6,35" 315,68+8,38% 55,89+0,92° 2492411,45°  255,4+10,22% 278,08+14,45%  43,41+0,38°
6 0,25+0,01° 2,15+0,05° 1,06+0,01° 0,43+0,01¢ 0,45+0,03° 0,880,022 0,21+0,01° 0,2 +0,02°
7 - - 1,48+0,84 1,22+0,03 - - -
8 - - - - - - - -
9 513,63+25,44%  3956,50+51,44%  1015,92423,53°  885,42+14,33° | 460,60+20,73° 2825,7+32,66°  885,14+11,54°  147,52+3,22°
10 - - - - - - - -
11 - - - - - - - -
12 19,98+1,36° 59,15+1,39? 28,56+3,81° 9,84+0,23° 16,55+1,22° 32,48+2,24° 25,2442 05" 8,18+0,77°
13 11,10+0,54¢ 181,35+14,86%  72,26+4,45" 26,90+0,55° 13,80+0,74° 80,20+5,43° 76,96+5,44° 19,15+0,64°
14 118,43+4,58" 601,65+30,38%  47,82+2,98¢ 55,51+1,34¢ 63,85+2,45° 668,10+35,45%  33,7249,61° 27,78+0,54°
15 2,5340,09° 2,53+0,512 1,84+0,03° 0,39+0,03° 120,04° 1,75+0,432 0,32+0,05° 0,82+0,01™
16 - - - - - - - -
17 - - - - - - - -
18 - 388,70+27,65 - 579,9+10,22 43.95+1,22°¢ 261,05+19,88" - 592,77+13,4°
19 - - 290,34+12,15 - - 292,00+22,76 - -

*Ayni satirda farkli harflerle (a,b, ¢, d ) gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). -: Tespit edilemedi.
SE E: Soxhlet ekstraksiyonu etanol ¢oziiciisii, SE E:S (1:1): Soxhlet ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢oziiciisii, UDE E:S (1:1): Ultrasonik destekli ekstraksiyonu
etanol:su (1:1) ¢oziiciisii ve ASE E:S (1:1): Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu etanol:su (1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak yapilmigtir.
CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada kurutulmus, liyofilizatérde kurutulmus; CPL: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatérde

kurutulmus.
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CPH numunesinden elde edilen tiim ekstraktlarin, LC-MS/MS ile 19 adet fitokimyasal
madde agisindan gerceklestirilen analiz sonuglarina bakildiginda, protokatekaldehit,
katesin hidrat, kafeik asit ve vanillin miktarlar1 bakimindan tiim ekstraktlarin
istatistiksel manada farkli oldugu goriilmektedir (p<0,05). Protokatekuik asit i¢in SE
E:S (1:1), UDE E:S (1:1) ve SE E ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlaml
fark bulunmaz iken (p>0,05), bu ii¢ ekstrakt ile ASE E:S (1:1) eksrakt1 arasinda anlaml
bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Gentisik asit i¢cin SE E ve UDE E:S (1:1)
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu
iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraktlart arasinda anlamli bir fark
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Siringaldehit icin SE E ve ASE E:S (1:1)
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu
iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark
tespit edilmistir (p<0,05).

p-Kumarik asit i¢in UDE E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen
degerler arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05), Ancak, bu iki ekstrakt ile SE E:S
(1:1) ve SE E yontemleri arasinda anlamli farklar oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
Rozmarinik asit i¢in SE E:S (1:1) ve SE E ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda
anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile UDE E:S (1:1) ve ASE E:S
(1:1) yontemleri arasinda anlamli farklar tespit edilmistir (p<0,05). Klorojenik asit UDE
E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1) estraktlarinda, benzoik asit UDE E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1)
estraktlarinda ve ferulik asit ise sadece UDE E:S (1:1) estraktina tespit edilmistir.
Ayrica askorbik asit, gallik asit, vanillik asit, epigallokatesin gallat, siringik asit, p-
hidroksi benzoik asit ve salisilik asit u bitki numunesi icin elde edilen hicbir ekstraktta

tespit edilememistir.

CPL numunesinden elde dilen tiim ekstraktlara uygulanan LC-MS/MS analizinden 19
farkli fitoimyasal i¢in elde edilen sonuglara bakildiginda, kafeik asit, vanilin ve benzoik
asit miktarlart bakimindan tiim ekstraktlar arasinda anlamli bir fark oldugu tespit

edilmistir (p<0,05). Protokatekuik asit icin UDE E:S (1:1) ve SE E ekstraktlarindan
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tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt ile
SE E:S (1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark Idugu tespit
edilmistir (p<0,05). Potokatekaldehit i¢in SE E:S (1:1) ve UDE E:S (1:1) ekstraktlarinda
tespit edilen degerler arasinda anlamli bir fark bulunmaz iken (p>0,05), bu iki ekstrakt

ile ile ASE E:S (1:1) ekstrakti arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05).

Gentisik asit i¢in UDE E:S (1:1) ile SE E:S (1:1) ekstraktlarinda ve SE E:S (1:1) ile SE
E ekstraktlarindan tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
Ancak, ASE E:S (1:1) ekstraksiyon yontemi ile diger ekstraksiyon yontemleri arasinda
anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05). Katesin hidrat i¢in UDE E:S (1:1) ve ASE E:S
(1:1) ekstraktlarindan tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz iken
(p>0,05), bu iki ekstrakt ile SE E:S (1:1) ve SE E yontemleri arasinda anlamli bir fark
tespit edilmistir (p<0,05).

Protokatekuik asit ve p-kumarik asit icin UDE E:S (1:1), SE E ve ASE E:S (1:1)
ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark yok iken (p>0,05), bu iig¢
ekstrakt ile SE E:S (1:1) ekstrakti arasinda anlamli farklar oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Rozmarinik asit i¢in SE E ile ASE E:S(1:1) ekstraktlarinda ve, ASE E:S (1:1)
ile UDE E:S (1:1) ekstraktlarinda tespit edilen degerler arasinda anlamli fark bulunmaz
iken (p>0,05), SE E:S (1:1) ekstrakti ile diger ekstraktlar arasinda anlamli farklar
oldugu bulundu (p<0,05). Ferulik asit sadece SE E:S (1:1) estraktinda tespit edilmistir.
Ayrica askorbik asit, gallik asit, klorojenik asit, vanillik asit, epigallokatesin gallat,
siringik asit, p-hidroksi benzoik asit ve salisilik asit higbir ekstraktta tespit

edilememistir.

189



4.5. Bitkilerin Yag Asidi Iceriklerinin GC-MS ile Analizinden Elde Edilen

Sonuclar

Hava kurusu ve liyofilizatérde kurutulmus numunelerin (pargacik boyutu<125 pm) yag
asidi profilleri, hekzan/izopropanol (3:2) ¢oziiclisiinde gergeklestirilen ekstraksiyondan
sonra tiirevlendirme yapilmak suretiyle elde edilen yag asidi metil esterlerinin (YAME)
GC-MS analiziyle ortaya kondu. YAME analizi yapilan ARH numunesine ait GC-MS
kromatogrami Sekil 4.27°de 6rnek olarak gosterilmistir. Diger bitki 6rnekleri i¢in tiim
kromatogramlar ve GC-MS analizinde elde edilen orjinal analiz sonuglarina ait veriler

Ek Sekil 76-85’te gosterilmistir.

Abundance

TIC: 2.D\data.ms
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Time-->

Sekil 4.27: ARH numunesine ait yag asidi metil esterlerinin GC-MS kromatogrami1
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Sekil 4.27. Devanm

Abundance

[ GCMS_SMTI]TIC: 2.D\data.ms
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2500000
2000000
1500000

1000000
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Time-->

Bitki numunelerinin YAME’lerinin GC-MS analiz parametreleri Tablo 4.15’te ve yag
asitleri ylizde oran1 Tablo 4.16’da gosterilmistir. YAME’lerin GC-MS ile analizinden

elde edilen kiitle spektrumlarina 6rnek olarak Laurik asit metil esterine ait spektrum
Sekil 4.28°de gosterilmis digerleri Ek Sekil 86-96°da verilmistir.
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Tablo 4. 15: Yag asitleri metil esterlerinin GC-MS ile analizinden elde edilen
parametreler

S . . Molekiiler =~ Molekiiler Fragment

No RT Yag asidi metil esteri Formiil Kiitle iyonlar

1 16,234  Laurik asit metil ester C13H260, 214 55, 57, 69, 74, 75,
87,129, 143, 171,
183

2 19,736  Miristik asit metil ester Ci5H300, 242 55, 57, 69, 74, 75,
87, 143, 199, 211,
242

3 21,738 Pentadekanoik asit metil C16H3,0, 256 55, 57, 69, 74, 75,

ester 87, 135, 143, 213,

256

4 23,787  Palmitik asit metil ester Cy7H3.0, 270 55, 57, 69, 74,75, 83,
87, 143, 227, 270

5 24,863 Palmitoleik asit C17H3,0, 268 55,69, 74, 81, 83, 84,
87, 96, 97, 98

6 25,898 Margarik asit metil ester C1sH360, 284 55, 57, 69, 74, 75,
83, 87, 143, 241, 284

7 28,015  Stearik asit metil ester C19H350, 298 55, 57, 69, 74, 75,
87, 143, 199, 255,
298

8 28,857 Oleik asit metil ester C19H360, 296 55, 67, 69, 74, 83,
84, 87,96, 97,98

9 29,463 Linoleik asit metil ester C19H340, 294 55, 67, 68, 69, 79,
81, 82, 95, 96, 109

10 31,575 Linolenik asit metil ester C19H3,0, 292 55, 67, 79, 80, 81,

91, 93, 94, 95, 107

11 36,392 Behenik asit metil ester Ci3H460, 354 55, 57, 67, 69, 74,
75,79, 87, 143, 354

12 40,375 Lignocerik asit metil ester  CysH500, 382 55, 57, 69, 74, 75,
83, 87, 97, 143, 382

Sekil 4.28: Laurik asit metil esterin (C 12:0) GC-MS ile analizinden elde edilen kiitle
spektrumu
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Tablo 4.16: Bitkilerin yag asitleri yiizde orani (toplam yag asitleri metil esterleri

tizerinden)
o Y_ag Yag Asitleri Oram (%)
Asidi ARH ARL EVH EVL LTH LTL CFH CFL  CPH CPL
1 Ci120 - - 0,81 3,22 - - - - - -
2 Cil40 4,28 3,68 6,53 9,67 2,05 2,26 1,06 1,00 - 2,69
3 C15.0 - - - - - - 0,43 0,44 - -
4  Cl6:.0 4122 37,00 4441 4277 36,84 40,05 1722 1567 3554 36,90
5 Cil61 - - - - - - 2,78 2,27 - -
6 C17:.0 0,58 0,72 1,10 0,60 0,14 0,22 - - - -
7 C180 18,65 16,67 16,67 16,00 1468 16,14 5,57 5,19 21,28 8,64
8 Ci181 6,48 8,05 6,53 5,29 2,63 9,23 29,40 32,19 - -
9 Ci18:2 9,54 16,11 7,86 7,97 6,24 7,29 32,66 34,66 7,45 7,59
10 C18:3 1348 1318 1290 1135 33,71 21,77 9,00 7,22 34,72 44,18
11  C22:.0 2,37 1,59 3,20 3,13 3,73 3,05 1,88 1,37 1,01 -
12 C24:.0 3,40 3,00 - - - - - - - -
DYA 7050 62,66 72,72 7539 57,44 61,72 26,16 23,67 57,83 4823
TDYA 6,48 8,05 6,53 5,29 2,63 9,23 32,18 3446 - -
CDYA 2302 2929 20,76 1932 39,95 29,06 4166 41,88 42,17 51,77

-1 Tespit edilemedi. (C12:0): Laurik asit, (C14:0): Miristik asit, (C15:0): Pentadekanoik asit, (C16:0):Palmitik asit,
(C16:1): Palmitoleik asit, (C17:0): Margarik asit, (C18:0): Stearik asit, (C18:1): Oleik asit, (C18:2): Linoleik asit,
(C18:3): Linolenik asit, (C22:0): Behenik asit, (C24:0): Lignocerik asit

ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus
(Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus, LTH: Lathyrus tuberosus L. havada kurutulmus, CFH:
Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmus, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada
kurutulmus, ARL: Amaranthus retroflexus L. liyofilizatérde kurutulmus, EVL: Echinops viscosus DC.
subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatorde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L.
liyofilizatérde kurutulmus, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatérde kurutulmus, CPL: Caltha
polypetala Hochst. Ex Lorent liyofilizatérde kurutulmus.

GC-MS analizlerine gére, ARH numunesinde doymus yag asidi (DYA) oram1 % 70,5
(C14:0: % 4,28; C 16:0: % 41,22; C 17:0: % 0,58; C18:0: % 18,65; C22:0: % 2,37;
C24:0: % 3.,4), tekli doymamis yag asidi oran1 (TDYA) % 6,48 (C18:1: % 6,48) ve
¢oklu doymamis yag asidi oran1 (CDYA) % 23,02 (C18:2: % 9,54; C18:3: % 13,48)
olarak tespit edilmistir. ARL numunesinde DY A oranm1 % 62,66 (C14:0: % 3,68; C16:0:
% 37,00; C17:0: % 0,58; C18:0: % 16,67; C22:0: % 1,59; C24:0: % 3), TDYA orant %
8,05 (C18:1: % 8,05) ve CDYA oram1 % 23,02 (C18:2: % 16,11; C18:3:% 13,18)

olarak tespit edilmistir.
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EVH numunesinde DYA oram1 % 72,72 (C12:0: % 3,22; C14:0: % 9,67; C16:0: % 42,77,
C17:0: % 1,10; C18:0: % 16,67; C22:0: % 3,20), TDYA oran1 % 6,53 (C18:1: % 6,53) ve
CDYA oran1 % 23,02 (C18:2: % 7,86; C18:3:% 12,90) olarak tespit edilmistir. EVL
numunesinde DYA oram1 % 75,39 (C12:0: % 0,81; C14:0: % 6,53; C16:0: % 44,41;
C17:0: % 0,60; C18:0: % 16,00; C22:0: % 3,13), TDYA oran1 % 5,29 (C18:1: % 6,53) ve
CDYA orant % 19,32 (C18:2: % 7,97; C18:3:% 11,35) olarak tespit edilmistir. LTH
numunesinde DYA oran1 % 57,44 (C14:0: % 2,05; C16:0: % 36,84; C17:0: % 0,14;
C18:0: % 14,68; C22:0: % 3,73), TDYA oram1 % 2,63 (C18:1: % 2,63) ve CDYA oran1 %
39,95 (C18:2: % 6,24; C18:3: % 33,71) olarak tespit edilmistir. LTL numunesinde DYA
orani % 61,72 (C14:0: % 2,26; C16:0: % 40,05; C17:0: % 0,22; C18:0: % 16,14; C22:0:
% 3,05), TDYA oranm1 % 9,23 (C18:1: % 9,23) ve CDYA oran1 % 29,06 (C18:2: % 7,29;
C18:3:% 21,77) olarak tespit edilmistir.

CFH numunesinde DYA oran1 % 26,16 (C14:0: % 2,26; C15:0: % 0,43; C16:0: %
17,22; C18:0: % 5,57; C22:0: % 1,37), TDYA oram1 % 34,46 (C16:1: % 2,78; C18:1: %
29,40) ve CDYA oram1 % 41,66 (C18:2: % 32,66; C18:3:% 9,00) olarak tespit
edilmistir. CFL numunesinde DYA oram1 % 23,67 (C14:0: % 1,00; C15:0: % 0,44;
C16:0: % 15,67; C18:0: % 5,19; C22:0: % 1,37 ), TDYA oran1 % 34,46 (C16:1: % 2,27;
C18:1: % 32,19) ve CDYA oran1 % 41,88 (C18:2: % 34,66; C18:3: % 7,22) olarak
tespit edilmistir. CPH numunesinde DYA oran1 % 57,83 (C16:0: % 35,54; C18:0: %
21,28; C22:0: % 1,01), TDYA tespit edilemedi ve CDYA oram1 % 42,17 (C18:2: % 7,45;
C18:3: % 34,72) olarak tespit edilmistir. CPL numunesinde DY A oran1 % 48,23 (C14:0:
% 2,69; C16:0: % 36,90; C18:0: % 8,64), TDYA tespit edilemedi ve CDYA oran1 %
51,77 (C18:2: % 7,59; C18:3:% 44,18) olarak tespit edilmistir.

4.6. Bitkilerin ICP-MS ile Metal Analizinden Elde Edilen Sonuglar

Derisik nitrik asitte mikro dalga firininda yakilan ARH, ARL, EVH, EVL, LTH, LTL,
CFH, CFL, CPH ve CPL bitki numunelerinin, ICP MS ile metal analiz sonuglar1 ug/kg
olarak Tablo 4. 17°de gosterilmistir.
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Tabl 4.17: ARH, ARL, EVH, EVL, LTH, LTL, CFH, CFL, CPH ve CPL bitki numunelerinin ICP MS ile metal analiz sonuglari.

Bitki numuneleri

Metaller ARH ARL EVH EVL LTH LTL CFH CFL CPH CPL
V(mokg)  0936+0,001  02521£0,0004 0,27680+0,00003 0,3600+0,0008 0,612:0,007 025240,002  0,444+0,006 0,300£0,005 0,084+0,002  0,084+0,001
2Cr (mglkg) - s - ) - . - - - }

*Mn (mg/kg) 80640016  6,06040,012  3,648+0,102 7536£0,013  6,708+0,034 8,11240,044  6,772+0,041 7,23240,049 23,004204 19,5400,223
“Fe (mg/kg)  38496+0,033  76,704+0,054  68,004-0,049 12,84340,080  102,756+0,105  83,47240,080  288,044+0,376  292,644+0,249  40,361+172 43,056:0,165
¥Co(mgkg)  0216:0,003  0,0602:0,0004 0,996+0,001 0,084£0,009  0,12080+£0,00005 0,360£0,002  0,132+£0,0008  0,108+0,001 0,0246+0,0001  0,02440,0002
“Ni(mg/kg)  1824:0034  0,564+0,001  1440+0,028 1,656£0,031  0,552+0,002 0276£0,001  0,444+0,002 0,408:0,004 0,780£0,034  0,552+0,021
“Cu(mgkg)  163240,055  2,0640,067 173440022 32040011  3,000+0,026 1,836£0,022  2,484+0,046 2,328+0,065 1,76440,052  1,708+0,057
®Zn(mglkg)  13860+0,165  7,428+0,078  6,060+0,020 5796£0,012  4,372+0,054 4296+0,066  6,636+0,077 6,64820,065 3288£0,065  2,904+0,043
“As(ma/kg)  02164£0,0003  0,180040,0002 0,060040,0002  0,060+0,0001  0,084040,000L  0,0760+0,0004  0,048+0,001 0,04600+0,00004  0,1200£0,0021  0,0124+0,0003
#Se(mgky)  0072£0,001  0,168£0,002  0,096:0,001 0,168+0,002  0,102+0,004 0,108+0,003  0,286+0,012 0,304+0,015 0,2483£0,0005  0,276+0,002
Ag(MYKY)  0276:0,001  0,132:0,001  0,516+0,004 0,132£0,001  1452+0,065 120420034 04880032  0,468£0,021 0072+0001  0,0964:0,0005
Med (mglkg) - - - - - - - - - -

#?Hg (mg/kg) - - - - - - - - - -

“%Pb (mokg)  1296+0,044 13870043 0360+0,002 0,156£0,001  0,240+0,025 0216£0,020  0,084+0,002 0,060+0,001 0,0247+0,0001  0,0240:£0,0002

-2 Tespit edilemedi.
ARH: Amaranthus retroflexus L. havada kurutulmus, EVH: Echinops viscosus DC. subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. havada kurutulmus, LTH: Lathyrus tuberosus L. havada kurutulmus, CFH:
Chenopodium foliosum Asch havada kurutulmug, CPH: Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent havada kurutulmus, ARL: Amaranthus retroflexus L. liyofilizatorde kurutulmus, EVL: Echinops viscosus DC.
subsp. Bithynicus (Boiss.) Rech. f. liyofilizatérde kurutulmus, LTL: Lathyrus tuberosus L. liyofilizatérde kurutulmus, CFL: Chenopodium foliosum Asch liyofilizatérde kurutulmug, CPL: Caltha polypetala
Hochst. Ex Lorent liyofilizatorde kurutulmus.
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Bitki numunelerinin metal analizlerine bakildiginda V metali ARH’ta (0,936+ 0,001
mg/kg) en yiiksek, CPH’ta (0,084+21 mg/kg) ve CPL’de (0,084+0,001 mg/kg) en diisiik
miktarda; Mn metali CPH’de (23,004+0,204 mg/kg) en yiiksek, EVH’ta (3,648+0,102
mg/kg) en diisiik, Fe metali CFL’de (292,644+0,249 mg/kg) en yiiksek, ARH’ta
(38,496+0,033 mg/kg) en diisiik; Co metali LTL’de (0,360+0,002 mg/kg) en yiiksek,
CPL’de (38,496+0,033 mg/kg) en diisiik; Ni metali ARH’ta (1,824+0,034 mg/kg) en
yiiksek, LTL’de (0,276+0,001 mg/kg) en diisiikk; Cu metali LTH’de (3,000+0,026
mg/kg) en yiiksek, EVH’de (1,344+0,022 mg/kg) en diisiik; Zn metali ARH’de
(13,860+0,165 mg/kg) en yiiksek, CPL’de (2,904+0,043 mg/kg) en diisiik; As metali
ARH’de (0,2164+0,0003 mg/kg) en yiiksek, CPL’de (0,0124+0,0003mg/kg) en diisiik;
Se metali CFL’de (0,3040+0,015 mg/kg) en yiiksek, ARH’de (0,072+0,001 mg/kg) en
diisiik; Ag metali LTH’de (1,452+0,065 mg/kg) en yiiksek, CPH’de (0,072+0,001
mg/kg) en diisiik; Pb metali ARL’de (1,452+0,065 mg/kg) en yiiksek, CPL’de
(0,0240+0,0002 mg/kg) en diisikk degerde oldugu tespit edildi. Ayrica Cr, Cd ve Hg

metalleri bitki numunelerinde tespit edilememistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu doktora tez c¢alismasinda, Kuzey Anadolu kokenli tiiketilebilir. Amaranthus
retroflexus L., Echinops viscosus DC. subsp. bithynicus (Boiss.) Rech f., Lathyrus
tuberosus L., Chenopodium foliosum Asch., Caltha polypetala Hochst. Ex Lorent
bitkilerinin toprak tstii kisimlari hem serin ve kuru havada ve hem de liyofilizatorde
kurutularak elde edilen numunelerden pargacik boyutu 125 um’den kiigiik olan kisimlar1
SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraksiyonlarnatabi tutuldu. Elde
edilen ekstratktlarin her birinin ekstraksiyon verimi, toplam fenolik madde igerikleri ve
toplam antioksidan kapasiteleri CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP yontemleriyle,
fenolik bilesik igerikleri ise LC-MS/MS analiziyle belirlendi. Ayrica tiim bitki
numunelerinintoplam  antioksidan  kapasitelerini  dogrudan  katt  numune
tizerindenbelirlemek icin QUENCHER-CUPRAC, QUENCHER-ABTS, QUENCHER-
DPPH ve QUENCHER-FRAP prosediirleri uygulandi. GC-MS analizi ile yag asidi

icerikleri, ICP-MS ile de metal igerikleri analiz edilmistir.

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1’¢ bakildiginda, ARH, ARL ve LTH numunelerine ait
ekstraksiyon verimlerinin en yliksek UDE E:S(1:1) ekstraksiyon igleminde elde edildigi
goriilebilir. Buna karsilik EVH, EVL, LTL, CFL ve CPL numunelerine ait ekstraksiyon
verimleri SE E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1) ekstraksiyon islemlerinde daha yiiksek
diizeyde bulunmustur. Bu son numuneler i¢cin SE E:S (1:1) ile UDE E:S(1:1)
yontemlerinden elde edilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
bulunmadigr tespit edilmistir (p>0,05). CFH ve CPH numuneleri igin ekstraksiyon
verimi en yiiksek diizeyde SE E:S (1:1) ekstraksiyon isleminde elde edildi.

10 numunenin 5’1 i¢in (EVH, EVL, LTL, CFL, CPL) ¢o6ziicii olarak etanol:su (1:1
v/v)’nin kullanildigi deneylerde, SE ve UDE ekstraksiyon tekniklerinin verimleri
arasinda olusan farkin anlamli olmadigi bulundu (p>0,05). Her iki teknik ig¢in
birbirinden oldukga farkli ekstraksiyon siireleri ve sicaklikdegerleri (SE igin yaklagik 8
saat ve 78-100 °C’de, UDE i¢in 40 dakika ve 25-37 °C’de ) kullanilmistir. Bu gergek
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is18inda, UDE  teknigi diisiik sicaklikta c¢alismast ve daha kisa siirede
gerceklestirilebilmesi gibi avantajlart dolayisiyla 6n plana ¢iktigi sylenebilir (Bernal,
1992; Wang ve Weller, 2006; Gonzalez Centenove ark., 2015). Coziiciileri farkli olan
SE E:S (1:1) ve SE E yontemleriyle elde edilen ekstraksiyon verimleri istatistiksel
olarak karsilagtirilldiginda, LTH numunesi hari¢ (p>0,05), diger tiim bitki
numunelerinde anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). SE’de ¢oziicli olarak etanol
yerine etanol:su (1:1, v/v) kullanilmasiyla ¢O6ziicliniin polaritesinin ve nispeten
ekstraksiyon sicakliginin artmasi, ekstraksiyon veriminin de artisina neden olmustur
denilebilir (Tepebas, 2012). Tiim bitki numuneleri i¢in ASE E:S (1:1) ekstraksiyon
isleminde elde edilen ekstraksiyon verim degerlerinin, diger ekstraksiyon
yontemlerinden elde edilen verim degerlerine gore diisiik seviyede oldugu da agikca

goriilmektedir.

Bitkilerin toplam fenolik madde igeriklerinin (mg GAE/100 g hava kurusu numune
olarak) verildigi Tablo 4.2°de ve Sekil 4.3’e bakildiginda; ARH, CPH, CPL ve LTL
numuneleri i¢in en yiiksek toplam fenolik madde igeriginin UDE E:S(1:1) ekstraksiyon
isleminde tespit edildigi goriilebilmektedir. Bu yontemlerden elde edilen ortalamalar
diger ekstraksiyon tekniklerinden elde edilenlerden istatistiksel anlamda farklidir
(p<0,05). LTH ve ARL numuneleri i¢in en yiiksek toplam fenolik madde igerigi SE E:S
(1:1) ve UDE E:S(1:1) ekstraksiyon islemlerinde elde edildi. Bu yontemlerin kendi
aralarinda anlamli bir fark tespit edilmez iken (p>0,05), bu iki teknik ile digerSE E ve
ASE E:S(1:1) teknikleri arasindaanlamli bir fark oldugubulundu (p<0,05). EVH
numunesi i¢in elde edilen ortalama toplam fenolik madde igerikleri, ASE E:S(1:1) ve
SE E:S (1:1) ekstraksiyon islemleri i¢in anlamli bir fark ortaya koymadi (p>0,05).
Ancak bu iki teknikten elde edilen ortalamalar ile SE E ve UDE E:S(1:1)tekniklerinden

elde edilenler arasinda anlamli farklar oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

CFL numunesinde uygulanan ekstraksiyon yontemlerinden elde edilentoplam fenolik
madde ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark olup olmadigina bakildiginda,
SE E:S (1:1) ile SE E (357,5845,51) yontemlerinden elde edilen ortalamalar arasinda
anlamli bir fark bulunmamuistir (p>0,05). Ayrica SE E ile UDE E:S(1:1) (300,15+34,81)
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yontemleri arasinda da anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). ASE E:S (1:1)
yonteminden elde edilen ortalamanin diger tekniklerden farkli ve en kiiciik deger oldugu
bulundu (p<0,05). Calisilan tiim bitki numunelerine uygulanan ekstraksiyon
yontemlerinden elde edilen ortalama toplam fenolik madde igerigi siralamalar1 Tablo

5.1’ de gosterilmistir.

Tablo 5.1: Bitki numunelerine uygulanan ekstraksiyon islemlerinden elde edilen
ortalama toplam fenolik madde siralamasi

Numuneler  Ekstraksiyonlardan elde edilen ortalama toplam fenolik madde miktar:

siralamasi
ARH UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)
EVH ASE E:S (1:1)*=SE E:S (1:1)>>UDE E:S(1:1)> SE E
LTH SE E:S (1:1)>=UDE E:S(1:1)*>SE E>ASE E:S (1:1)
CFH SE E:S (1:1)>UDE E:S(1:1)*>> SE E >ASE E:S (1:1)
CPH UDE E:S(1:1)>ASE E:S (1:1)>SE E:S (1:1)*=SE E?
ARL UDE E:S(1:1)°=SE E:S (1:1)*>ASE E:S (1:1)*=SE E?
EVL SE E:S(1:1)>ASE E:S (1:1)> UDE E:S (1:1) >SEE
LTL UDE E:S(1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)>SE E:S (1:1)
CFL SE E:S(1:1)’=SE E*>SE E* =UDE E:S (1:1) ">ASE E:S (1:1)
CPL UDE E:S(1:1)>ASE E:S (1:1)>SE E:S (1:1)* =SE E?

*Ayni satirda ayni harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda istatistiksel bir fark yoktur(p>0,05).

Tablo 5.1°¢ bakildiginda, UDE E:S (1:1) ve SE E:S (1:1) ekstraksiyonlarinin genelde
yiiksek ve birbirlerine yakin miktarlarda toplam fenolik madde degerleri sergiledikleri
goriilmektedir. Bu durum, bitkisel numunelerden fenolik maddelerin ekstraksiyonunda
UDE’nin yiiksek verimli, enerji ve ¢oziicii gereksiniminin az olmasi ve dolayisiyla
ekonomik olmasi, daha kisa bir zaman diliminde yapilabilmesi, ultrasonik dalganin
meydana getirdigi sicaklik artisginin  diisiik olmast nedeniyle hedef bilesenlerin
bozunmadanekstrakte edilebilmesi, bdylelikle bitkisel numunelerden termal olarak
karasiz olan analitlerin ekstraksiyonunda kullanilabilmesi gibi avantajlar1 dikkate
alindiginda, SE gibi geleneksel yontemlere gore iyi bir alternatif ekstraksiyon teknigi
olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Cavuldak ve ark.,2016; Herrera ve De Castro, 2005;
Huang ve ark., 2009; Ma, ve ark 2009). Genel olarak UDE E:S(1:1) ve SE E:S (1:1)’den
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elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 yiiksek oldugu igin bu
ekstraktlara ait antioksidan aktivitenin de yiiksek olmasi beklenebilir. Literatiirde yer
alan baz1 ¢alismalarda, ekstraktlarda veya numunelerdeki toplam fenolik madde igerigi
ile antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iligki bulundugu belirtilmektedir

(Alasalvar, 2005; Tawaha, 2007).

Tablo 5.1’¢ bakildiginda, genel olarak calisilan bitki numuneleri i¢in en disiik
ekstraksiyon verimlerini ortaya koyan yontemin ASE E:S (1:1) oldugu goriilmektedir
(Tablo 4.1). Ancak buna ragmen, EVH numunesinde UDE E:S(1:1) ve SE E
yontemlerinden, EVL numunesinde UDE E:S (1:1) ve SE E yontemlerinden, LTL
numunesinde SE E:S (1:1) yonteminden, CPH ve CPL numunelerinde ise SE E:S (1:1)
ve SE E yontemlerinden daha yiiksek toplam fenolik madde igerigi sergilemistir. Bu
durum ASE ekstraksiyon tekniginin toplam fenolik madde igerigi belirlenmesinde segici

oldugunu diistindiirmektedir. (Barros ve ark. 2013).

Coziiciileri farkli olan SE E:S (1:1) ve SE E yontemleriyle elde edilen toplam fenolik
madde igerikleri karsilastirildiginda, ARH, EVH, LTH, CFH, ARL ve EVL
numunelerinde SE E:S (1:1) ekstrasiyonunun SE E ekstraksiyonundan anlamli olarak
daha yiiksek degerler sergiledigi tespit edilmistir (p<0,05). CPH, CFL ve CPL
numunelerinde SE E:S (1:1) ve SE E ekstraksiyonlar1 arasinda anlamli bir farkin
olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Sadece LTL numunesinde SE E ekstrakti SE E:S
(1:1) ekstraktindan anlamli olarak daha yiiksek toplam fenolik madde sergilemistir
(p<0,05). Bu sonuclar, SE’de ¢0ziicii olarak etanol yerine etanol:su (1:1, v/v)
kullanilmasiyla ¢6ziiciinlin polaritesinde ve goreceli olarak ekstraksiyon sicakliginda
meydana gelen artisin ekstrakte edilebilen toplam fenolik madde igerigi tizerine olumlu
yonde etkisi olacagini bildiren bazi ¢aligmalarin sonuglariyla uyum igindedir (Alara, ve
ark. 2018).
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Bitki numunelerinin tim ekstraksiyon islemlerinden elde edilen ekstraktlarina
uygulanan CUPRAC yonteminden elde edilen toplam antioksidan kapasite degerleri
Tablo 4.4’te verilmistir. Ayrica calismada kullanilan bitki numunelerinin toplam
antioksidan kapasitelerini dogrudan kati numunelerden belirleyebilmek i¢in uygulanan
QUENCHER-CUPRAC yonteminden elde edilen sonuglar da bu tabloda verilmistir.
QUENCHER-CUPRAC yontemi icin ¢oziicii literatiirde de belirtildigi gibi etanol:su
(1:1, v/v) olarak secildi (Tufan ve ark., 2013; Tufan, 2012) ve reaksiyon siiresinin

optimize edilmesi i¢in tiim bitki numunelerine uygulandi.

QUENCHER-CUPRAC yontemiyle antioksidan aktivite tayini deneylerinden elde
edilen Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’daki sonuglardan, reaksiyonun tamamlanmasi igin 40
dakika reaksiyon siiresinin yeterli oldugu tespit edilmistir. Bitki numunelerine
uygulanan SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) yontemlerinden ele
edilen CUPRAC toplam antioksidan aktivite degerleri ile kati numuneye dogrudan
uygulanan QUENCHER-CUPRAC yonteminden elde edilen degerler karsilagtirma

yapilabilmesi amaciyla siralanarak asagidaki Tablo 5.2°de verilmistir.

Tablo 5.2: Bitki numunelerinin CUPRAC ve QUENCHER-CUPRAC yontemlerinden
elde edilen toplam antioksidan kapasitelerinin mmol TE/kg kuru bitki tiiriinden
siralamasi

Numuneler Toplam antioksidan kapasiteleri siralamasi
ARH QUENCHER-CUPRAC?®*=UDE E:S(1:1)>UDE E:S(1:1)®=SE E:S (1:1)>>SE E>ASE E:S (1:1)
EVH QUENCHER-CUPRAC> UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1) > SE E >ASE E:S (1:1)
LTH UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1) > QUENCHER-CUPRAC> SE E >ASE E:S (1:1)
CFH QUENCHER-CUPRAC®=SE E:S* (1:1)>UDE E:S(1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
CPH QUENCHER-CUPRAC*=UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1)>>SE E>ASE E:S (1:1)
ARL QUENCHER-CUPRAC?=SE E:S (1:1)* UDE E:S(1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
EVL QUENCHER-CUPRAC> UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1) > SE E >ASE E:S (1:1)
LTL UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1) > QUENCHER-CUPRAC> SE E >ASE E:S (1:1)
CFL QUENCHER-CUPRAC?=SE E®> SE E® =UDE E:S(1:1)°> SE E:S (1:1) >ASE E:S (1:1)
CPL QUENCHER-CUPRAC?=SE E:S (1:1) *>UDE E:S(1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)

*Ayni satirda ayni harflerle (a,b) gosterilen degerler arasindafark yoktur (p>0,05).
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Tablo 5.2’ye bakildiginda ARH, EVH, CFH, CPH, ARL, EVL, CFL ve CPL
numunelerine uygulanan QUENCHER-CUPRAC islemiyle elde edilen toplam
antioksidan kapasite degerlerin en yiliksek oldugu goriilmektedir. LTH ve LTL
numuneleri i¢in UDE E:S (1:1) ekstraklarinin CUPRAC degerleri en yiiksek seviyede
bulundu. Tim bitki numuneleri i¢cin ASE E:S(1:1)’den elde edilen ekstraktlarin
CUPRAC toplam antioksidan kapasite degerlerinin en diisilk diizeyde oldugu

gorilmektedir.

QUENCHER-CUPRAC yontemi, ¢aligmada gerceklestirilen geleneksel ekstraksiyon
yontemlerine goére daha yiiksek sonuglarin elde edildigi veya bazi hallerde de ¢cok yakin
toplam antioksidan kapasite degerleri sergiledigi bir yontem olarak goze ¢arpmaktadir.
Bu durumu literatiirde gergeklestirilen ¢alismalar da desteklemektedir (Tufan, 2012;
Tufan ve ark., 2013). Ayrica QUENCHER isleminin CUPRAC yontemine uygulanmasi
ile yontemin daha giivenilir ve hassas bir sekilde toplam antioksidan kapasite degeri
ortaya koymasi saglanmaktadir. Yine uzun ekstraksiyon iglemleri gerektirmemesi ve
islemlerin diisiik sicakliklarda etkili bir sekilde gergeklestirilmesi ile hedef molekiillerin
bozunmamasinin saglanmasi, QUENCHER isleminin onemli avantajlar1 arasinda

sayilabilir (Gokmen ve ark., 2009;Tufan ve ark., 2013; Tufan, 2012).

Bitki numunelerinden elde edilen tiim ekstraktlara uygulanan ABTS yonteminden elde
edilen toplam antioksidan kapasite degerleri Tablo 4.5’te verilmistir. Ayrica ¢alismada
kullanilan bitki numunelerinin toplam antioksidan kapasitelerini dogrudan kati
numunelerden belirleyebilmek i¢in uygulanan QUENCHER-ABTS yonteminden elde
edilen sonuglar da bu tabloda yer almaktadir. QUENCHER-ABTS yo6ntemi i¢in ¢6ziicii
olarak literatiire uygun olarak etanol:su (1:1, v/v) secilmis (Serpen ve ark., 2012a;
Serpen ve ark., 2012b) ve reaksiyon siiresinin optimize edilmesi i¢in tiim bitki

numunelerinde kullanilmstir.
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Sekil 4.10 ve 4.11°den yararlanarak elde edilen verilerden, QUENCHER-
ABTSprosediiriiniin tamamlanmasi i¢in 30 dakika reaksiyon siiresinin yeterli oldugu
anlagilmistir. Bitki numunelerinin QUENCHER-ABTS yontemi ve diger orijinal
yontemlerden elde edilen toplam antioksidan kapasitelerinin biiyiikten kii¢iige dogru

siralanmasiyla elde edilen Tablo 4.5 asagida verilmistir.

Tablo 5.3: Bitki numunelerinin ABTS ve QUENCHER-ABTS yontemlerinden elde
edilen toplam antioksidan kapasitelerinin mmol TE/kg kuru bitki tiiriinden siralamasi

Numuneler Toplam antioksidan kapasitelerisiralamasi

ARH QUENCHER-ABTS*=UDE E:S(1:1)*>SE E:S (1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)
EVH QUENCHER-ABTS> UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1) > SE E >ASE E:S (1:1)
LTH UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1) > QUENCHER-ABTS> SE E >ASE E:S (1:1)
CFH QUENCHER-ABTS>SE E:S (1:1)>UDE E:S(1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
CPH QUENCHER-ABTS>UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)
ARL QUENCHER-ABTS>UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1)>SE E >ASE E:S (1:1)
EVL QUENCHER-ABTS>SE E:S (1:1)>UDE E:S(1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
LTL UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1)>QUENCHER-ABTS> SE E >ASE E:S (1:1)
CFL QUENCHER-ABTS?=UDE E:S(1:1)>>SE E:S (1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
CPL QUENCHER-ABTS>UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1)>SE E >ASE E:S (1:1)

*Aym satirda ayni harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda fark yoktur(p>0,05).

Tablo 5.3’e bakildiginda, en yiiksek toplam antioksidan aktivite degerlerinin ARH,
EVH, CFH, CPH, ARL, EVL, CFL ve CPL numunelerine uygulanan QUENCHER-
ABTS islemiyle elde edilenler oldugu tespit edilmistir. LTH ve LTL numuneleri igin
UDE E:S(1:1) ekstraklarinin ABTS toplam antioksidan kapasite degerleri en yiiksek
diizeyde bulundu. Tiim numuneler i¢in ASE E:S(1:1)’den elde edilen ekstraktlarin

toplam antioksidan kapasite degerleri en diisiik seviyelerde tespit edildi.

QUENCHER-ABTS yonteminden elde edilen degerlerin, SE E:S (1:1), SE E, UDE
E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1)ekstraktlarina uygulanan orijinal ABTS yonteminden elde
edilenlerden dahayiiksek veya bazi durumlarda ¢ok yakin olduklar1 gozlenmistir. Bu

durum, QUENCHER-ABTS yontemi toplam antioksidan kapasite belirleme isleminin,
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ekstraktlara uygulanan orijinal yontemlerden, daha kesin ve tekrarlanabilir sonuglar
vermesi, islem basamaklarmin az olusu gibi literatiirde ifade edilen avantajli yonleri
itibartyla ayrilmasini saglamaktadir (Serpen ve ark., 2007; Serpen ve ark., 2008a;
Serpen ve ark., 2008b; Agar ve ark., 2009; Serpen ve Goékmen, 2009; Serpen ve ark.,
2012a; Serpen ve ark., 2012Db).

Calismada kullanilan bitki numuneleri tizerinde gergeklestirilen SE E:S (1:1), SE E,
UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraksiyon islemlerinden elde edilen ekstraktlara
DPPH yontemi uygulanarak elde edilen DPPH toplam antioksidan kapasite degerleri
Tablo 4.6’da verilmistir. Ayrica katt numunelere dogrudan uygulanabilen
QUENCHER-DPPH yonteminden elde edilen sonuglar da bu tabloda ifade edilmistir.
QUENCHER-DPPH yonteminde reaksiyon siiresinin optimize edilmesi i¢in ¢oziicii
olarak literatiirde belirtildigi gibi etanol:su (1:1, v/v) karisimi segildi ve tim bitki

numunelerine uygulandi (Serpen ve ark., 2012a; Serpen ve ark., 2012b).

Sekil 4.15 ve 4.16’dan da goriilebilecegi iizere, QUENCHER-DPPH islemi igin 50
dakika reaksiyon siiresinin yeterli oldugu tespit edilmistir. Bitki numunelerine dogrudan
uygulanan QUENCHER-DPPH toplam antioksidan kapasite yOnteminden ve
ekstraktlara uygulanan orjjinal DPPH yonteminden elde edilen degerler biiylikten

kiiglige dogru siralanip asagidaki Tablo 5.4’te verilmistir.
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Tablo 5.4: Bitki numunelerinin DPPH ve QUENCHER-DPPH yo6ntemlerinden elde
edilen toplam antioksidan kapasitelerinin mmol TE/kg kuru bitki tiiriinden siralamasi

Numuneler Toplam antioksidan kapasiteleri siralamasi
ARH QUENCHER-DPPH>UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)
EVH QUENCHER-DPPH> UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1) > SE E >ASE E:S (1:1)
LTH QUENCHER-DPPH>UDE E:S(1:1)*=SE E:S (1:1)>>SE E’=ASE E:S (1:1)°
CFH QUENCHER-DPPH>SE E:S (1:1)>UDE E:S(1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
CPH QUENCHER-DPHH>UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)
ARL QUENCHER-DPPH>UDE E:S(1:1)%=SE E:S (1:1)*>SE E>ASE E:S (1:1)
EVL QUENCHER-DPPH>SE E:S (1:1)>UDE E:S(1:1)>SE E >ASE E:S (1:1)
LTL QUENCHER-DPPH>UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1) >SE E*=ASE E:S (1:1)*
CFL QUENCHER-DPPH?=SE E:S (1:1)*>UDE E:S(1:1)>SE E"=ASE E:S (1:1)°
CPL QUENCHER-DPPH>UDE E:S(1:1)>SE E:S (1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)

*Ayni satirda ayni harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda fark yoktur(p>0,05).

Tablo 5.4’e¢ bakildiginda tiim bitki numuneleri i¢in uygulanan QUENCHER-DPPH
islemiyle elde edilen toplam antioksidan kapasite degerlerinin en yiiksek degerler
oldugu goriilmektedir. ASE E:S(1:1) ekstraktlarindan DPPH yontemiyle elde edilen
toplam antioksidan kapasite degerlerinin ise tiim bitki numuneleri i¢in en diisiik degerler

oldugu goze ¢arpmaktadir.

QUENCHER-DPPH yonteminden elde edilen ortalama toplam antioksidan kapasite
degerleri, CUPRAC ve ABTS yontemlerinden elde edilen sonucglar1 destekler
niteliktedir. Pratikligi ve sundugu diger avantajlarla beraber degerlendirildiginde
QUENCHER isleminin literatiirde de belirtildigi gibi dnemli bir antioksidan kapasite
tayin uygulamasi oldugu sdylenebilir. Buraya kadar elde edilen sonuglar literatiirdeki
verilerle de uyum igindedir (G6kmen ve ark.,2009; Serpen ve ark., 2012b: Tufan, 2012;
Tufan ve ark., 2013).

Calismada kullanilan tiim bitki numunelerinden SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve
ASE E:S(1:1) yontemleriyle elde edilen ekstraktlara FRAP yonteminin uygulanmasiyla
elde edilentoplam antioksidan kapasite degerleri Tablo 4.7°de verilmistir. Ayrica

caligmada kullanilan bitki numunelerinin toplam antioksidan kapasitelerini dogrudan
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kati numuneler ftizerinden belirleyebilmek i¢in uygulanan QUENCHER-FRAP
yonteminden elde edilen sonuclar da bu tabloda yer almaktadir. QUENCHER-FRAP
yontemi igin ¢6ziicli se¢iminde, diger yontemler ile ayni olmasi i¢in etanol:su (1:1, v/v)
karigtmi tercih edildi ve reaksiyon siiresinin optimizasyonu i¢in tiim bitki

numunelerinde kullanild.

QUENCHER-FRAP yo6nteminin reaksiyon siire optimizasyonu igin Sekil 4.20 ve
4.21°deki verilerden yararlanilarak reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 40 dakika siirenin
yeterli olacagina karar verildi. Bitki numunelerinin toplam antioksidan kapasitelerinin
biiyiikten kiiciige dogru siralanmasi i¢in hem QUENCHER-FRAP ydnteminden hem de
orijinal FRAP yonteminden elde edilen sonuclar birlikte degerlendirilerek asagidaki

Tablo 5.5’te verilmistir.

Tablo 5.5: Bitki numunelerinin FRAP ve QUENCHER-FRAP yontemlerinden elde
edilen toplam antioksidan kapasitelerinin mmol TE/kg kuru bitki tiiriinden siralamasi

Numuneler  Toplam antioksidan kapasiteleri siralamasi
ARH QUENCHER-FRAP>UDE E:S(1:1)?=SE E:S (1:1)>>SE E>ASE E:S (1:1)
EVH QUENCHER-FRAP>SE E:S (1:1) >UDE E:S(1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
LTH QUENCHER-FRAP>SE E:S (1:1)*=UDE E:S(1:1)*>> SE E >ASE E:S (1:1)
CFH QUENCHER-FRAP > UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
CPH QUENCHER-FRAP > SE E:S (1:1)> UDE E:S(1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)
ARL QUENCHER-FRAP > SE E:S (1:1)> UDE E:S(1:1)>SE E>ASE E:S (1:1)
EVL QUENCHER- FRAP >SE E:S (1:1)>UDE E:S(1:1)>SE E >ASE E:S (1:1)
LTL QUENCHER-FRAP > UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
CFL QUENCHER-FRAP > UDE E:S(1:1)> SE E:S (1:1)> SE E >ASE E:S (1:1)
CPL QUENCHER- FRAP >SE E:S (1:1)>UDE E:S(1:1)>SE E >ASE E:S (1:1)

*Ayni satirda ayni harflerle (a,b) gosterilen degerler arasinda fark yoktur(p>0,05).

Tablo 5.5’e bakildiginda QUENCHER-FRAP islemiyle elde edilen toplam antioksidan
kapasite degerlerinin en yliksek degerler oldugu goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglar

literatiirde yapilan bazi calismalar tarafindan da desteklenmektedir (Serpen ve
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ark.,2012a; Serpen ve ark., 2012b). Tim bitki numuneleri i¢in ASE E:S(1:1)
yonteminden elde edilen ekstraktlarin FRAP toplam antioksidan kapasite degerlerinin

en diisiik oldugu yine ayni tablodan goriilebilmektedir.

QUENCHER-FRAP yonteminden elde edilen degerler caligmada gercgeklestirilen SE
E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraksiyon yontemlerine uygulanan
FRAP yonteminden daha yiiksek degerler oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu

sonugclar literatiirde yapilan bazi ¢aligmalar tarafindan da desteklenmektedir (Serpen ve

ark., 2012a; Serpen ve ark. 2012b; Lu ve ark., 2016).

Dogrudan etkilesime dayali QUENCHER isleminde uygulanan CUPRAC, ABTS”,
DPPH ve FRAP yontemleri vasitasiyla belirlenen degerler, bitkilerin ekstraktlarindan
ayn1 yontemlerle elde edilen degerlerden daha yiiksek veya yakin oldugu literatiirde
yapilan ¢esitli ¢alismalarla da desteklenmistir (Agar, 2009; Serpen ve ark., 2007;
Gokmen 2009; Tufan ve ark., 2013; Lu ve ark., 2016, Serpen ve ark., 2012a; Serpen ve
ark., 2012b).

Ekstraktlardan elde edilen toplam antioksidan kapasite ile QUENCHERprosediirii ile
belirlenen toplam antioksidan kapasite degerleri arasindaki anlamli farkliliklarin esas
olarak gerceklestirilen ekstraksiyon iglemlerinin verimliligi ile birlikte oksidasyon ve
baska bazi etkenlerle kolaylikla bozunan hassas antioksidan molekiillerin miktarinin
azalmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ekstraksiyon temelli islemlerin en
zayif noktasi, numunelerdeki c¢Oziinmeyen antioksidan bilesenlerin  dikkate
alimamamalaridir. Birgok gidada ekstraksiyon ile ¢oziinmeyen, matrikse bagli halde
kalan antioksidanlar bulunmaktadir (Gokmen ve ark., 2009). Bu tlirnumunelerin de
antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in QUENCHER prosediirii onemli bir arag olarak

kullanilabilir.
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Toplam fenolik madde ile toplam antioksidan kapasite arasinda bulunan iligkinin
degerlendirilmesinde, bu konu hakkinda c¢alisma yapan arastirmacilarin bir grubu
toplam fenolik madde igerigi ile toplam antioksidan kapasite arasinda dogru orantil1 bir
bagintinin oldugunu belirtmektedir (Tawaha ve ark., 2007; Alasalvar ve ark., 2005).
Diger arastirma grubu toplam fenolik madde ile toplam antioksidan kapasite
degiskenleri arasinda bir bagintinin olmadigmi veya bu bagintinin daha karmagsik
oldugunu ileri stirmektedirler (Khamsah ve ark., 2006; Muchuweti ve ark., 2006). Bu
bagintiy1 belirleyebilmek icin yapilan ¢alismada havada ve liyofilizatérde kurutulmus
bitki numunelerinin SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraksiyon
yontemlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarina karsi
CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP yontemleri ile belirlenen toplam antioksidan
kapasite degerlerinin grafigi ¢izildi ve 6rnek olarak havada kurutulmus numunelerin
UDE E:S (1:1) ekstraksiyonun CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore
toplam antioksidan aktivite-toplam fenolik madde iliskisi Sekil 5.1’de gosterildi. Diger
grafikler Ek Sekil 97-103’te verildi ve korelasyon kat sayilar1 belirlenerek Tablo 5.6’da

gosterilmistir.
1600 -
© CUPRAC Y = 0,4871x + 6,3177
5 1400 7 R2 = 0,9877
(5]
=
%) 1200 -
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Toplam fenolik madde mg GAE/100g

Sekil 5.1: Havada kurutulmus numunelerin UDE E:S (1:1) ekstraksiyonun CUPRAC,
ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam fenolik
madde iliskisi.
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Tablo 5.6: Havada ve liyofilizatérde kurutulmus bitki numunelerinin SE E:S (1:1), SE
E, UDE E:S(1:1) ve ASE E:S(1:1) ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarina karsi CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP
yontemleri ile belirlenen toplam antioksidan kapasite degerlerinin grafiklerinden elde
edilen korelasyon (R?) kat sayilari.

Toplam Toplam Toplam Toplam
Fenolik Fenolik Fenolik Fenolik

Ekstraksiyon Madde- Madde - Madde - | Madde -

Kurutma islemi islemi CUPRAC ABTS DPPH FRAP

SEE:S (1:1) 0,508 0,470 0,718 0,718
g SEE 0,988 0,945 0,777 0,944
'c'g g UDE E:S (1:1) 0,987 0,743 0,889 0,986
£ 2 ASE E:S (1:1) 0,938 0,964 0,913 0,835
b SE E:S (1:1) 0,354 0,431 0,751 0,493
E oo SEE 0,938 0,916 0,886 0,950
;E: % UDE E:S (1:1) 0,985 0,743 0,889 0,986
E‘ E ASE E:S (1:1) 0,966 0,962 0,987 0,787

Tablo 5.6’ya bakildiginda havada kurutulmus numunelerin SE E:S (1:1) ekstraksiyon
yontemlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarina kars
CUPRAC, ABTS ve liyofilizatorde kurutulmus bitki numunelerinin SE E:S (1:1)
ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarina
karst CUPRAC, ABTS ve FRAP yontemleri ile belirlenen toplam antioksidan kapasite
degerlerinin grafiklerinden elde edilen korelasyon (Rz) kat sayilarinin(0,354-0,508)
oldukca diistik elde edildiginden dogrusal bir iliskinin oldugunu sdylemek zordur

(Khamsah ve ark., 2006; Muchuweti ve ark., 2006).

Diger taraftan havada ve liyofilizatérde kurutulmus bitki numunelerinin SE E, UDE E:S
(1:1) ve ASE E:S (1:1) ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam
fenolik madde miktarina karsi CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP yontemleri ile
belirlenen toplam antioksidan kapasite degerlerinin grafiklerinden elde edilen
korelasyon (R? kat sayilari (0,733-0,988) dogrusal bir iliski iginde oldugu
belirlenmistir. Ayrica havada kurutulmus bitki numunelerinin SE E:S (1:1) ekstraksiyon
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yontemlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarina kars1 DPPH
ve FRAP yontemleri ile belirlenen toplam antioksidan kapasite degerlerinin
grafiklerinden elde edilen korelasyon (R?) kat sayilart (0,718) ve liyofilizatorde
kurutulmus bitki numunelerinin SE E:S (1:1) ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarina karst DPPH yontemi ile belirlenen toplam
antioksidan kapasite degerlerinin grafiklerinden elde edilen korelasyon (R?) kat
sayisinin (0,751) dogrusal bir iliski icinde oldugu belirlenmistir. Dolayis1 ile genel
olarak toplam fenolik madde miktarindaki artisin antioksidan aktiviteyi olumlu olarak

etkiledigi goriisii 6n plana ¢ikmaktadir (Tawaha ve ark., 2007; Alasalvar ve ark., 2005).

Calismada bitkilerin toprak iistii kistmlarindan SE E:S (1:1), SE E, UDE E:S (1:1) ve
ASE E:S(1:1) yontemleriyle elde edilen ekstraktlarinin 19 adet fitokimyasal (fenolik
asit:13 adet; fenolik aldehit:3 adet; flavanol: 2 adet; vitamin: 1 adet)acisindan kalitatif

ve kantitatif analizlerini ger¢eklestirmek {izere metod validasyonu yapilarak LC-MS/MS

teknigi kullanildu.

ARH numunesi i¢in tiim ekstraksiyon yontemlerinden elde edilen ekstraklarin LC-
MS/MS analiz sonuglar1 degerlendirildiginde (ng/100g kuru bitki olarak); Askorbik asit
(22,24+1,12) sadece ASE E:S(1:1) ekstraktinda, protokatekuik asit (66,43+2,26) en
yiikksek SE E ekstraktinda tespit edilmisken, gentisik asit (86,70+2,88), katesin hidrat
(163,52+15,98), vanilik asit (145,02+5,82) kafeik asit (1762,40+49,91), vanilin
(315+9,34), siringaldehit (99,02+2,47), p-kumarik asit (317.80+13,81), benzoik asit
(2847,32+39,21) en yiksek SE E:S (1:1) ekstraktinda bulunmustur. Salisilik
asit(27,94+1,73) ve ferulik asit ( 20,90+0,67) sadece SE E:S (1:1) ekstraktinda tespit
edilmistir. Klorojenik asit (1674,08+3,99) ve rozmarinik asit (34,2+0,90) en yiiksek
degerlerini UDE E:S (1:1) ekstraktinda ortaya koymuslardir. Gallik asit,
protokatekaldehit, epigallokatesingallat, siringik asit ve p-hidroksi benzoik asit mevcut

ekstraktlarda tespit edilememistir.

ARL numunesi igin tiim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglar1 degerlendirildiginde

(ug/100g kuru bitki tiirtinden); Askorbik asit (8,71+0,61) sadece ASE E:S(1:1)
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ekstraktinda; protokatekuik asit (96,28+3,67), gentisik asit (105,70+2,44), katesin hidrat
(2,684+0,01) en yiiksek SE E ekstraktinda; klorojenik asit (874,92+9,54), kafeik asit
(874,92+9,54) verozmarinik asit (1,28+0,01) en yiiksek UDE E:S(1:1) ekstraktinda;
vanilik asit (237,26+8,18) en yiiksek ASE E:S(1:1) ekstraktinda; vanilin (189,94+6,76),
siringaldehit  (126,56+4,65), p-kumarik asit (417,72+18,93) ve benzoik asit
(1932,42+40,33)en yiikksek SE E:S (1:1) ekstraktinda tespit edilmistir. Salisilik
asit(27,94+1,73) sadece SE E:S (1:1) ekstraktinda tespit edilmistir. Gallik asit,
protokatekaldehit, epigallokatesingallat, siringik asit, p-hidroksi benzoik asit ve feriilik
asit bu bitkiden elde edilen ekstraktlarda tespit edilememistir.

EVH numunesi i¢in tiim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglar1 ng/100g kuru bitki
tirtinden degerlendirildiginde; Askorbik asit (1550,33+40,46) ve klorojenik asit
(9911,83+60,65) en yiiksek SE E ekstraktinda; protokatekuik asit (124,88+5,48), katesin
hidrat (1,72+0,03), vanilik asit (39,5+2,55), kafeik asit (168,72+17,44), siringik asit
(21,16+0,97), vanilin (211,68+8,33), siringaldehit (225,18+21,54), p-kumarik asit
(97,7242,76) vesalisilik asit(495,324+40,66) en yiiksek SE E:S (1:1) ekstraktinda;
benzoik asit (1932,42+40,33) en yiiksek ASE E:S(1:1) ekstraktinda; gentisik asit
(138,30+6,43) en yiiksek UDEE:S(1:1) ekstraktinda;rozmarinik asit (2,14+0,19) sadece
UDE E:S(1:1) ekstraktinda tespit edilmistir. Gallik asit, protokatekaldehit,
epigallokatesin gallat, p-hidroksi benzoik asit ve feriilik asit mevcut ekstraktlarda tespit

edilememistir.

EVL numunesi ekstraklarinin LC-MS/MS analiz sonuglar1 ng/100g kuru bitki tiiriinden
degerlendirildiginde; Askorbik asit (848,33+23,71) veklorojenik asit (8817,78+56,82)
en yiksek SE E ekstraktinda; p-hidroksi benzoik asit sadece SE E ekstraktinda;
protokatekuik asit (555,76+23,44), katesin hidrat (1,30+0,02), vanilik asit (9,5+0,35),
kafeik asit (217,42+19,21), vanilin (168,42+3,64), siringaldehit (173,74+12,38), p-
kumarik asit (83,64+3,12), salisilik asit (398,54+26,86) en yiiksek SE E:S (1:1)
ekstraktinda; benzoik asit (682,57+9,11) en yiikksek ASE E:S(1:1) ekstraktinda;
rozmarinik asit (3,38+0,03) sadece ASE E:S (1:1) ekstraktinda ve gentisik asit
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(120,24+3,24) en yiiksek UDE E:S (1:1) ekstraktinda tespit edilmistir. Gallik asit,
protokatekaldehit, epigallokatesin gallat, siringik asit ve feriilik asit ekstraktlarda tespit

edilememistir.

LTH numunesi i¢in tiim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglari pg/100g kuru bitki
tirtinden degerlendirildiginde; protokatekuik asit (94,04+4,51), gentisik asit
(126,32+6,78), katesin hidrat (1,88+0,30), vanilin (102,72+4,79), siringaldehit
(56,30+5,38), p-kumarik asit (453,96+28,95) ve salisilik asit (516,424+33,72) en yiiksek
SE E:S (1:1) ekstraktinda; siringik asit (46,80+1,44) sadece SE E:S (1:1) ekstraktinda;
Klorojenik asit (711,08+30,46) en yiiksek SE E ekstraktinda; rozmarinik asit
(29,76+2,31) ve benzoik asit (669,84+15,33) en yiiksek ASE E:S (1:1) ekstraktinda;
kafeik asit (8,2+0,32) ve feriilik asit (260,08+1,25) sadece UDE E:S (1:1) ekstraktinda
tespit edilmistir. Askorbik asit, gallik asit, protokatekaldehit, vanilik asit,
epigallokatesin galat ve p-hidroksi benzoik asit mevcut ekstraktlarda tespit

edilememistir.

LTL numunesi igin tiim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglar1 degerlendirildiginde
(ug/100g kuru bitki tiirtinden); protokatekuik asit (70,98+3,68) sadece SE E:S
ekstraktinda; gentisik asit (94,56+5,54), katesin hidrat (0,3+0,01), vanilin
(138,36+3,97), siringaldehit (139,1048,57), p-kumarik asit (400,88+24,18) ve salisilik
asit (445,84+27,56) en yiiksek SE E:S (1:1) ekstraktinda; klorojenik asit (299,26+11,43)
en yiiksek UDE E:S (1:1) ekstraktinda; rozmarinik asit (6,72+0,65) ve benzoik asit
(713,70+18,75) en yiiksek ASE E:S (1:1) ekstraktinda; siringik asit (1,9+0,06) sadece
SE E ekstraktinda tespit edilmistir. Askorbik asit, gallik asit, protokatekaldehit, vanilik
asit, kafeik asit, epigallokatesingallat, p-hidroksi benzoik asit ve feriilik asit bu bitki

ekstraktlarinda tespit edilememistir.

CFH numunesi i¢in tiim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglar1 degerlendirildiginde

(ng/100g kuru bitki tiirtinden); askorbik asit (535+25,12) sadece SE E ekstraktinda;
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protokatekuik asit (75,3543,47), gentisik asit (83,28+4,67), klorojenik asit (21,73£1,64),
p-kumarik asit (21,73+1,64) ve rozmarinik asit (23,23+1,02) en yiikksek SE E
ekstraktinda; vanilin (63,30+2,89) en yiiksek SE E:S (1:1) ekstraktinda; salisilik asit
(13,07+£1,22) sadece SE E:S (1:1) ekstraktinda; katesin hidrat (1,14+0,02) ve
siringaldehit (48,04+3,68) en yiksek UDE E:S (1:1) ekstraktinda; feriilik asit
(6221,44+88,63) sadece UDE E:S (1:1) ekstraktinda; benzoik asit (713,70+18,75) en
yiikksek ASE E:S (1:1) ekstraktinda; protokatekaldehit (10,18+0,80) sadece ASE E:S
(1:1) ekstraktinda tespit edilmistir. Gallik asit, vanilik asit, kafeik asit, epigallokatesin
gallat, siringik asit ve p-hidroksi benzoik asit bu bitkiden elde edilen ekstraktlarda tespit

edilememistir.

CFL numunesi i¢in tiim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglart pg/100g kuru bitki
tirtinden degerlendirildiginde; protokatekuik asit (156,40+8,27), gentisik asit
(207,88+10,66), katesin hidrat (7,36+0,45), vanilin (60,24+4,56), siringaldehit
(10,80+1,85) ve p-kumarik asit (195,68+7,33) en yiiksek SE E:S (1:1) ekstraktinda;
klorojenik asit (68,80+3,22) ve rozmarinik asit (1,1+0,03) en yiiksek SE E ekstraktinda;
benzoik asit (713,70+18,75) ve protokatekaldehit (10,18+0,80) sadece ASE E:S (1:1)
ekstraktinda tespit edilmistir. Askorbik asit, gallik asit, vanilik asit, kafeik asit,
epigallokatesin gallat, siringik asit, p-hidroksi benzoik asit, salisilik asit ve feriilik asit

bu bitki ekstraktlarinda tespit edilememistir.

CPH numunesi i¢in tim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglari pg/100g kuru bitki
tirinden degerlendirildiginde; protokatekuik asit (203,23+33,21),katesin hidrat
(2,15+0,05), kafeik asit (3956,50+51,44), vanilin (59,15+1,39), siringaldehit
(181,35+14,86), p-kumarik asit (601,65+£30,38) ve rozmarinik asit (2,53+0,51) en
yiksek SE E:S (1:1) ekstraktinda; gentisik asit (330,10+£15,21) ve rozmarinik asit
(2,5340,09) en yiiksek SE E ekstraktinda; protokatekaldehit (74,28+3,65) ve klorojenik
asit (1,48+0,84) en yiikksek UDE E:S (1:1) ekstraktinda; feriilik asit (290,34+12,15)
sadece UDE E:S (1:1) ekstraktinda; benzoik asit (579,9+10,22) sadece ASE E:S (1:1)
ekstraktinda tespit edilmistir. Askorbik asit, gallik asit, vanilik asit, epigallokatesin
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gallat, siringik asit, p-hidroksi benzoik asit ve salisilik asit bu bitki ekstraktlarinda tespit

edilememistir.

CPL numunesi i¢in tiim ekstraklarin LC-MS/MS analiz sonuglart pg/100g kuru bitki
tirtinden degerlendirildiginde; protokatekuik asit (199,25+28,77), protokatekaldehit
(60,96+2,23), katesin hidrat (0,88+0,02), kafeik asit(2825,7+32,66), vanilin
(32,48+2,24), siringaldehit (80,20+5,43), p-kumarik asit (668,10+35,45) ve rozmarinik
asit (1,75+0,43) en yiiksek SE E:S (1:1) ekstraktinda; feriilik asit (292+22,76) sadece
SE E:S(1:1) ekstraktinda; gentisik asit (278,08+14,45) en yiiksek UDE E:S (1:1)
ekstraktinda; benzoik asit (592,77+13,4) sadece ASE E:S (1:1) ekstraktinda tespit
edilmistir. Askorbik asit, gallik asit, klorojenik asit vanilik asit, epigallo katesingallat,
siringik asit, p-hidroksi benzoik asit ve salisilik asit mevcut ekstraktlarda tespit

edilememistir.

Calisilan bitkilerden SE, UDE ve ASE yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin
icerigindeki 19 adet fitokimyasalin LC MS/MS teknigi ile analizi ile 1lgili literatiirde
yapilan arastirma neticesinde herhangi bir calisma tespit edilememistir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonuglarin literatiire Oonemli katkilar saglayarak, calisilan bitkiler icin

gelecekte yapilacak farkli caligmalara yol gosterecegi diisiiniilmektedir.

Calisilan bitki numunelerinin GC-MS analizi ile yag asitleri profilleri de belirlenmistir.
DY A orani en yiiksek olan EVL numunesi iken (% 75,39) en disiik CFL numunesi(%
23,67) olarak tespit edilmistir. TDYA orani en yiiksek olan CFL numunesi iken (%
34,46), CPH numunesinde ise tekli doymamis yag asidi tespit edilememistir. CDYA
orani en yiiksek olan CPL numunesi iken (% 51,77) en diisiik olanin ise EVL numunesi
oldugu (% 19,32) bulundu.
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C12:0 (Laurik asit) sadece EVH ve EVL numunelerinde tespit edilebilmis iken, C14:0
(Miristik asit) en yiiksek EVL numunesinde, C15:0 (Pentadekanoik asit) sadece CFH ve
CFL numunelerinde, C16:0 (Palmitik asit) en yiiksek EVH numunesinde gézlenmistir.
C16:1 (Palmitoleik asit) sadece CFH ve CFL numunelerinde tespit edilebilmis, buna
mukabil C17:0 (Margarik asit) en yiiksek EVH numunesinde, C18:0 (Stearik asit) en
yiikksek CPH numunesinde elde edilmistir.C18:1 (Oleik asit) ve C18:2 (Linoleik asit ) en
yiiksek CFL numunesinde, C18:3 (Linolenik asit) en yiiksek CPL numunesinde, C22:0
(Behenik asit) en yiiksek LTH numunesinde bulunmusken, C24:0 (Lignoserik asit) ise
sadece ARH ve ARL numunelerinde tespit edile bilmistir.

Calisilan bitki numunelerinin ICP-MS ile V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag,
Cd, Hg ve Pb metalleri agisindan igerik analizleri gergeklestirilmistir. Tablo 2.5°te
bitkiler i¢in ulusal saglik 6rgiitiiniin 6nerdigi sinir degerler As icin 5 mg/kg, Pb i¢in 10
mg/kg, Cd i¢in 0,3 mg/kg, Cr i¢in 2 mg/kg olarak belirtilmistir (WHO, 2007). Calisilan
bitki numunelerin As, Pb, Cd ve Cr metal igeriklerine baktigimizda (Tablo 4.17)

literatiirde belirtilen degerlerden daha diisiik oldugu sdylenebilir.
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7. EKLER

Ek Sekil 1: Amaranthus retrbflexus L. bitkisine ait resimler.
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Ek Sekil 2: Echinops viscosus DC. subsp. bithynicus (Boiss.) Rech. f. bitkisine ait
resimler
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Ek Sekﬂ 4: Chenopodium foliosum Aschl. bitkisine ait resimler
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Ek Sekil 5: Caltha polypetala Hochst. ex Lorent bitkisine ait resimler
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Ek Sekil 6: ICP-MS metal analizinde V’un kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 7: ICP-MS metal analizinde Mn’nin kalibrasyon grafigi.

L Om e s B ALS

st (Fa52m] (] e ] (e ] (] cove ype: [nearamizane—o) [t [_owoms:

-
T
e I
+ -

113

Ek Sekil 8: ICP-MS metal analizinde Fe’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 9: ICP-MS metal analizinde Co’in kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 10: ICP-MS metal analizinde Ni’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 11: ICP-MS metal analizinde Cu’un kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 12: ICP-MS metal analizinde Zn’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 13: ICP-MS metal analizinde As’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 14: ICP-MS metal analizinde Se’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 15: ICP-MS metal analizinde Ag’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 16: ICP-MS metal analizinde Cd’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 17: ICP-MS metal analizinde Hg’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 18: ICP-MS metal analizinde Pb’nin kalibrasyon grafigi.
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Ek Sekil 19: Gallik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Protocatechuic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
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Ek Sekil 20: Protokatekuik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi
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! 1 ! ! 1 1 ! 1 ! T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 21: Protokatekaldehit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Gentisic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
8 x105|y=-0.001767 *x*2 +51.957778 * x
j 7 R*2=0.99862092
8 Type:Quadratic, Origin:Force, Weight:None
g 7
2.5+
2,
1.5+
14
0.5
0,
[ I l l I l l l l l l I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 22: Gentisik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Catechin_Hydrate - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
$ x104|y=-4.538691E-004 * x* 2 +7.901444 * x + 324.701525
2 R”2 = 0.99726905
S Type:Quadratic, Origin:Include, Weight:None
& ¥
2.5
24
1.5+
14
0.5
O’
[ [ I I I I I I I I I I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 23: Katekhin hidrat’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi
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Chlorogenic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 57 y =-0.005470 *x* 2 + 109.533162 * x +2016.577973

4 R*2=0.99990058

5. Type:Quadratic, Origin:Include, Weight:None

Responses
N o »
N O w oo
L L L L L L

I l f l l l f f l l I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 24: Klorojenik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Vanillic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs

x104 | y =-6.497550E-004 * x ~ 2 + 11.866079 * x
| R*2=0.99809961
5- Type:Quadratic, Origin:Force, Weight:None

4.5
4
3.5+
34
2.5+
2,

Responses

| l l f f f f l f f T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 25: Vanilik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Cafeic - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs

x104 | y=-1.608451E-004 * x " 2 +2.997917 * x +290.291284
1.44 R"2=0.99339797
Type:Quaderatic, Origin:Include, Weight:None

1.2+

Responses

14

0.8

0.6

0.4+

l l l l l l l l l |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 26: Kafeik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi
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Epigallo - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 57y =-0.003152 * x * 2 + 55.650297 * x
2.4 R"2=0.99574229
2 2| Type:Quadratic, Origin:Force, Weight:1/x
2,
1.84
1.6+
1.4+
1.24
14
0.8
0.6

Responses

I l l l l f l f f f T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 27: Epigallocatechin Gallat’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Syringic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
8 x104|y=-4.363304E-004 *x " 2 +8.374700 * x + 440.756402
2 4 R*2=0.99829184
S Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
$ 3.5
[
3,
2.5
2,
1.54
14
0.5
0,
I I I I I I I I I I I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 28: Siringik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Vanilin - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
$ x105 | y=40.438243 * x +9781.464464
2 44 R"2=0.99404464
S Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:None
& 3.51
14
3,
2.5
2
1.5+
14
0.5
0,
| l f f f l l f f f |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 29: Vanilin’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi
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Syringaldehyde - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
8 x104|y=-8.515123E-004 *x " 2 + 16.682757 * x
2 g R"2=0.99998159
S Type:Quadratic, Origin:Force, Weight:None
3 74
o
6,
5,
4,
3,
2,
1 -
0,
[ | l l l l l l l l l [
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 30: Siringaldehit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

P-Coumaric_pr - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 57y =-0.005601 *x "2 + 115.774792 * x + 8752.573256
64 R"2=0.99893324
55 Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
5,
4.5+
4
3.5
3,
2.5
2

Responses

1 f f l l f f l f f |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 31: p-Kumarik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Rosmarinic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
$ x1044 y=-1.112785E-004 * x ~ 2 + 8.129456 * x - 63.972690
2 R"2 =0.99828126
8 3.5 Type:Quadratic, Origin:Include, Weight:None
(%]
Q
o 3
2.5
2,
1.5
1 -
0.5
o
0,
[ I | l T l T l T l T l
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 32: Rosmarinik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi
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P-OH-Benzoic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 6] y=-0.012232*x 2 +291.934826 * x +24270.395372

R"2 = 0.99952662

1.6 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None

Responses

1.4+
1.2+

T ! 1 1 ! 1 ! ! ! 1 T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 33: p-hidroksi benzoik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Salicylic acid - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 6] y=-0.012232 *x 2 +291.934826 * x + 24270.395372
R"2 =0.99952662

1.6 Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None

Responses

1.4+
1.2+

f f l f f f f l l I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 34: Salisilik asit asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

Benzoic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
x10 3 y =-2.568897E-005 * x ~ 2 + 0.626869 * x + 73.968874
R"2 = 0.99899326

3.5 Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None

Responses

34

2.5+

f f f f f f l l f T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 35: Benzoik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi
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Ferulic - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0 QCs
8 x105 | y=-6.946265E-004 *x " 2 +20.791911 * x - 574.026273
2 1 R*2=0.99977871
8 Type:Quaderatic, Origin:Ignore, Weight:None
2 1.24
o
1
0.8+
0.6
0.4+
0.2
0,
[ I I I I I I I I I I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Concentration (ng/ml)

Ek Sekil 36: Ferulik asit’in LC-MS/MS metodundaki kalibrasyon grafigi

+/- TIC MRM (** > **) 32.d (32)
x10 3] N

Counts

7

|
9
Acquisition Time (min)

SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasima iliskin

Ek Sekil 37: ARH
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 2.d (2)
x10 4

Counts

e

T T
0.5 1 8.5

Acquisition Time (min)
Ek Sekil 38: ARH UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami

T
7.5
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+/- TIC MRM (** -> **) 22.d (22)

x10 4] I
6.5 l

6 I
5.5 \‘
5| \
4.5 “
4 \
3.5 “ |
3 |
25- o
2+ .
I
s ~ [ || \
0.5 \; J | AN

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 39: ARH ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iligkin kromatogrami

+/-TIC MRM (** -> **) 17.d (17)
x10 4+ f\

Counts

I T - T T | T I T T T | — ‘ T T | T | T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 40: ARL SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 37.d (37)
x10 37 | |

Counts

6- I I
‘ [ .
55- | | I
5. | \‘ \ (\ | “ I
[ Ry N
4.5 I /| [
4| I LV
/| \ /|
3 S~ | ‘ | ) |
25 /‘ \ ‘ e \
2 jA\\ Pl \ \‘
1.5 [\~ N~ \

197 \ B
( ~—
0.5 \ ., / ‘
J T T T T
o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 41: ARL SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 7.d (7)
x104 ]
3.5
3.25
3,
2.75
2.5
2.25
2,
1.75
1.5
1.25

Counts

Ek Sekil 42: ARL UDE E:S (1:1) ekstraktinin
iligkin kromatogrami

I | I
85 9 95
Acquisition Time (min)

LC-MS/MS metodu ile taranmasina

+/- TIC MRM (** -> **) 27.d (27)
x10 4
2.6
2.4
2.2
2,
1.8+
1.6
1.44

Counts

Ek Sekil 43: ARL ASE E:S (1:1) ekstraktinin
iliskin kromatogrami

T T T
8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

LC-MS/MS metodu ile taranmasina

+/-TIC MRM (** -> =) 15.d (15)
x10 5
1.1
14
0.9
0.8
0.7+
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1+

Counts

Ek Sekil 44: EVH SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-
kromatogrami

266

T A
8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

T
8
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+/- TIC MRM (** -> **) 35.d (35)
x10 5| I
1.31 |
1.2 R
1.14 ‘\ | H
14 [ 1]
0.9
0.8-] ]
0.7+ |
0.6 |
0.5 |
0.4 “
0.3 \

0.2 |
0.1+ —~ )

Counts

R R T T T T i T T T T T T T T T T T
o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 45: EVH SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 5.d (5)
x10 5
14 |
[
0.94 “
0.8 “‘ ‘
0.7 M
0.6 [
0.54 | |
0.4+ | \
0.31 | |
0.2 ~ / w

0.1 T ~—

Counts

T T T T | T
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 55 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 46: EVH UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 26numune.d (25numune)
x10 5
0.9

Counts

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1 T\

T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 47: EVH ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 20.d (20)
x10 5 |

Counts

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2 A

0.1 T

T T T T T T T T T T T T - T T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 55 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 48: EVL SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iligskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 40.d (40)
x10 57] |
1.1 [k
14 [ [
097 Rl
0.8 ||
0.7 B
0.6 [V ‘
0.5 ‘ |
0.4 “ |
0.3 ‘ ‘
0.2+ — ~ . | \ /‘A‘\
o1 S~ . |

Counts

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 49: EVL SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami

+/-TIC MRM (** > **) 10.d (10)
x10 5 | |

Counts

0.9 ‘\
0.8 i
0.7
0.6 |
0.5+ N |
0.4 I
0.3+ [ \
0.2 )
0.1 ﬁ,,/ S~

\ \ \ T
o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 50: EVL UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 30.d (30)
x10 5 | |

Counts

1 “
|
0.8 ’/“ \
0.7 ‘

0.6 “ |
0.5
0.4 /\‘ ‘\
0.3 / \‘

0.2 ‘ |/
0.1 P _J \\/ \
|

T > \ \
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 51: EVL ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami1

+/- TIC MRM (** -> **) 14.d (14)
x10 4 | |

Counts

Acquisition Time (min)

Ek 52: LTH SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iligskin

kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 34.d (34)

x10 4
1.8 ) H

Counts

1.6 I
1.4 | ‘ ‘ ‘
1.2 I
" N
0.8 Y
0-69 | |/ \
0.4-] “‘ |/

0.2 e N
I o - - ~ e

T \\/ T T T T T T T T T T T T T T

T T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 53: LTH SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 4.d (4)
x10 47

Counts

1.2 ‘
1.1 H
14 \
0-97 [
0.8 | \‘ I
0.7+ [ | ‘
0.6 /]
0.5 A [ ]
0.4 / \ [
/ Joov|
0.3+ / IV T \
0.2 N " NAS
0.1\ _.~ g \J

T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 54: LTH UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iligkin kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 24.d (24)

x10 4
1.6 U‘

Counts

1.4 “
1.2 i »
1]

-8 A c‘\
0.6 N g /‘ \
o4 [ ] V) N

0.2 NN ﬂ{,@,\aj‘ \J IV N

T T T
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 55. LTH ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 19.d (19)
x10 44
3 |
2.75- Il
2.5+ | ‘
2.25 / |
2 | ‘
1.75 B
1.5
1.25 \
1 \‘
0.75- N | \\
092-2: s a . AVERN

Counts

T =T T | T | T I T | T | T T T T T | T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 56: LTL SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 39.d (39)
x10 4|
2.8
2.6
2.4+
2.2
2
1.8
1.6
1.4
1.2
1,
0.8
0.6
0.4+
0.2

Counts

Ek Sekil 57: LTL
kromatogrami

T |
8.5 9
Acquisition Time (min)

SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin

+/- TIC MRM (** -> **) 9.d (9)
x10 4+
0.9

Counts

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0.147

T | T
8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 58. LTH UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina

iliskin kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 29.d (29)
x10 4|

Counts

T
8.5 9
Acquisition Time (min)

|
7.5 8

Ek Sekil 59: LTL ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina

iliskin kromatogrami
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+/- TIC MRM (** ->**) 11.d (11)
x10 4 | M

Counts

1.8
[\
1.6 \ \
/| | \
1.4 /| ‘\ ‘
1.2 S |
\ . |
14 7 \ S
0.84 - - | i
0.6 / - A
0.4 ~ N
02{ \\\J,“ \ /

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 60: CFH SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 31.d (31)

x10 4] A
14 (1

Counts

0.9 I
0.8
0.7 A /|
VA / |

0.6 [ g \

/ | 7\

0.5 |\ ‘ [
0.4 [\ J w [ I
0.3 | \ - K\
| A A
0.2 J( \ | A } /

014,

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 61: CFH SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 1.d (1)
x10 4
8- i

Counts

T T T | T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 62: CFH UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 21.d (21)
x10 4 [

Counts

1.6+ il
|
1.4 ‘\‘
1.2 ‘ |
14 /N [
0.8 / AT
| V)
0.6 Ao/ U

0.4+ —” \ / |

0.2 ] AN

S - —

T T | T
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 63: CFH ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iligkin kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 16.d (16)

x10 47| “‘\
1.4 | |
1.3 |
1.2 |
1.1+

14 A ‘ ‘

0.9+ /1 \‘
0.8 /| [

074 /) .

0.6+ A~ \_ v

0.5 ) ‘ ‘

0.4+ e \ I\ N

0.3 / . J\

024 4 L J \\ AN

014, — g - N ~—

Counts

| T |
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 64: CFL SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iligskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 36.d (36)
x10 3 il
9 [

Counts

| T | T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 65: CFL SEE ckstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 6.d (6)
x10 4| I

Counts

1.8+ [l
| /
1.4+ | ‘ [
124 ‘J \ [
14 /W | ‘ J( |
0.8 y ‘\ [ / \
0.6-|
0.4 e T A

024 / RN

| T | T
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 66: CFL UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iligkin kromatogrami

+/- TIC MRM (** - *) 26.d (26)
x10 4 | I\

Counts

2 ‘ |

1.8 \

16 /|

1.4 I
1.2
14 [
0.8+ A A
0.6 ya / \
0.4 p \ A

0.2 / (VAN NG

T T | T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 67: CFL ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 13.d (13)
x10 5] |
1.4 i
1.3 \
1.2 w“
1.1 \
14 ||
0.9+ |
0.8 | ‘
0.77 |
0.6 ‘ ‘
0.5 ‘
0.4 |
0.31 . |
0.2 o \
0.14 o — NN AN I\

Counts

| T | T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 68: CPH SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 33.d (33)
x10 4
4 |

Counts

3.5
3,
2.5
2,
1.5
14 AN

0.54 /

L

T '\A” T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 69: CPH SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** > **) 3.d (3)
x10 4| “\“
5.5 |
5+ \"H“
451 \“‘
4 ||
1
37 \
2.5 N\ ‘ ‘
2 /o /\ R
1.5 ~ SN =/ |
1] NN -/ | ||
0.5 / AN / \

Counts

T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 70: CPH UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 23.d (23)
x10 5
1.2
1.1
14
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3 -
0.2 /
0.14 PN

Counts

AN

i T T 1 T 1
6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 71: CPH ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami
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+/- TIC MRM (** -> **) 18.d (18)
x10 5 |
1.4

Counts

N T T
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 72: CPL SE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iligskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 38.d (38)
x10 4|

Counts

4
3.5
3
2.5
24
1.5

14 A~
A~ T\

0.5+ —

Acquisition Time (min)
Ek Sekil 73: CPL SEE ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin
kromatogrami

+/- TIC MRM (** -> **) 8.d (8)
x10 4 I
5.5 “\
5 |
4.5 /
4 -
3.5 ‘
3] ,\ |
22: / ||

14 Vo ad Y | |

Counts

0.54, 7| J VAL

: :
0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
Acquisition Time (min)

Ek Sekil 74: CPL UDE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin

276



+/- TIC MRM (** -> **) 28.d (28)
x10 4|
7,
6.5+
6

Counts

T T T T
7 7.5 8 8.5 9 9.5

Acquisition Time (min)

Ek Sekil 75: CPL ASE E:S (1:1) ekstraktinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina
iliskin kromatogrami1

Ek Sekil 76. devamu

Abundance

TIC: 2.D\data.ms
9500000
9000000
8500000
8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000

5000000

4500000 23.870
26.349
4000000
3500000
3000000
2500000
28.081
2000000 32.210
30.333
1500000
38.887
1000000 2’8\.815 357{92 47.611
22.760 29188 204 tizadis 4 44aaan0 035N\,
500000 L\;le_l?ﬁs”jl%ﬁzs 222378 V5. 937890 N\ 81,4535 L3%ex838 as0tudaz (54 AR S
T SN S~ 3 T | T 3 A St O T

T T T
35.00 40.00 45.00
Time-->

Abundance
[_GCMS_SMT]TIC: 2.D\data.ms

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

T T T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Time-->
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Ek Sekil 76. devanm

Library search Report

Dpata Path : D:“inan dursun*07082019Fame",
Data File : 2.D
Acg On H 7 Aug 2019 16:29 (#1); 7 Aaug 2019 1a:16 (#2)
operator H
Sample HE
Misc H
ALS wvial HE Sample Multiplier: 1
search Libraries: C:hZDatabase Famedbh23. L Mindimum Quality: 80
C:hDatabase Flavor3. L MAinimum Quality: 80
C: Database " WENOSST. L
unknown Spectrum: Apex
Integration Events: ChemStation Integrator - autointl.e
Pk# RT Area¥ Library,/ID ref# CAS#H qual
1 1a. 280 0.20 C:“Database Flavor3.L
53. 54 DOCOSANE 109 000629-97 - BT
59. 33 TETRACOSAME 111 000646-31-1 83
50.47 HENEICOSAME 110 000629-94 - B2
2 16.271 0.032 Cc:“Database“Flawvor3.L
62.00 PENTACOSANE 107 000629-99-2 90|
47 .32 EICOSANE 105 000112-95-8 Bo
50.47 HENEICOSAME 110 000629-94-7 83
3 1a.423 0.05% C:“Database Flavor3.L
62.00 PENTACOSANE 107 000629-99-2 91
56.48 TRICOSANE 108 0006328-67-5 90
59. 23 TETRACOSAMNE 111 000846-31-1 90
4 16.474 0.12 c:“Database“Flavor3.L
62.00 PENTACOSANE 107 000629-99-2 91
56.48 TRICOSAME 108 0Q00638-67-5 91
59. 322 TETRACOSAME 111 000646-321-1 91
5 17.458 1.32 Cc:“Database Flavor3.L
47 .33 EICOSAMNE 105 000112-95-8 EB&
50.47 HENEICOSAME 110 000629-94-7 EBo
33. 54 DOCOSANE 109 000629-97 -0 86
6 17.527 1.22 cCc:“Database“Flavor3.L
43,92 NOMNADECANE 104 000629-92-5 90
47 .33 EICOSANE 105 000112-95-8 86
62.00 PENTACOSANE 107 000629-99-2 Eo
i 19. 827 2.28 C:“wDatabase“Famedbz23.L
C 14:0 B 000124-10-7 96
C 1e:0 12 000112-329-0 50
C 12:0 & 000111 -82-0 47
g 22,3279 1.69 C:“Database“Flavor3.L
56.48 TRICOSAME 108 00063IB-&7-5 7
59. 22 TETRACOSAME 111 0006d46—-31-1 Bé6
62. 00 PENTACOSAMNE 107 0006e29-99-2 B6
= 22.763 2.47 C:hwDatabase WSNOSST. L
eenzaldehyde, 2,4-dimethyl- % 2,4- 275012 015764-16-6 89
Dimethylbenzaldehyde 3% 2,4-Dimethy
Tbhenzenecar boxaldehyde
Benzaldehyde, 3,5-dimethyl- % 2,5- 275001 005779-95-3 64
Dimethylbenzaldehyde #
BENZOIC ACID, 3,5-DIMETHYL-, METHY 273825 025081-39-4 &0
L ESTER % 3,5-DIMETHYLBENZOIC ACID
METHYL ESTER % METHYL 3,5-DIMETHY
LEENZOATE % 2,5-(CH3)2-C6H3-COOCH3
$ 3.,5-DIMETHYL-METHYLBENZOATE
10 22.8732 21.95 cCc:wDatabase'Famedb232_.L
C 16:0 12 000112-29-0 98
C 14:0 & 000124 -10- 64
C 15:0 10 00F132-64-1 53
11 25.9323 0.21 c:“Database“Famedb23.L
< A7 0 14 001731 -92-6 91
C 10:0 4 000110-42-9 18
< 11 :0 5 001731 -86-8 15
12 26.3250 12. 80 C:“ZwDatabase“wWBNO55T.L
Prhenol, 2,4-bis({l1,1- d1methy1ethy1) 283416 000096-76-4 95
- % phenol, 2,1-di-tert-— butTyl—
LA4-Di-tert— butyTphenoT 5 2,4- d1—t—
Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
t-butylbenzene $ Antioxidant No. 3
2 % pProdox 146 % Prodox 146a-85x %
2, 4-Bis{(1l,1l-dimethylethyllphenol
PHENOL , 2,4-BIS{1,1-DIMETHYLETHYL) 382339 000096-76-4 94

- $ 2,4-DITERT-BUTYLPHENOL % 1-HYD
ROXY¥—-2, 4-DI-TERT-BUTYLBENZENE % 1
—HYDROXY -2 ,4-DI-TERT-BUTYLEBENZEMNE

§ 2,4 DI-TERT-BUTYLPHENOL % 2,4-BI
S{1L,1-DIMETHYLETHYLJ}PHENOL % 2,4-B
IS{TERT-BUTYL)-PHENOL % 2 ,4-BIS(TE
RT-BUTYLIPHENOL %

278



Ek Sekil 76. devanm

13

14

15

16

18

19

20

21

22

23

28.

28.

29.

. 500

084

817

188

30.333

30.985

31.254

22210

33.537

22.709

34.212

0.84 C:\Database " wWEBNOSST.L
Tetracosane $ n-Tetracosanea
PHENOL, BIS{(1l,l1-DIMETHYLETHYL)- %
DI-TERT-BUTYLPHENOL % PHENOL, DI-T
ERT-BUTYL-
HEPTACOSANE $ AIZ-36283 % EIMNECS 2
09-792-4 % N-HEPTACOSANE

9,93 C:\Database Famedb23.L

Ly H
C 14:0
C 15:0

3.45 C:“Database“Famedb23.L
C 18:1({cis - 9) (omega 9)
C 18:1 (trans - 9) (omega 9)
C 16:1 {cis - 9)

1.32 C:“Database " wWBNOSST. L
2,1-BENZISOXAZOLE,
HIENYL)- % 6-CHLORO-3I-{2-THIENYL)-
2,1l-BENZISOXAZOLE

74558
382347

70030

16
B
10

18
17
13

6-CHLORO-3-(2-T 435071

3—(2—Methy1—E—methoxyphenﬁ1}—4(3H} 435751

—quinazolinone % 3-({2-Methoxy-6-me
thylphenyl)-4(3H)-guinazolinone #
Acetamide,
hy1—6—methy1pﬁr1d1n -2-ylsulfamyll-
N-(4-methoxyphernyl)

5.08 C:“Database'Famedb23.L
C 18:2 (trans,trans - 9,12} (omega

&)
C 18:2 (cis,cis - 9,12} (omega &)

0.40 C:\Database " wWBNOSST. L

Tetradecane, 2,6,10-trimethyl- % 2
,6,10-Trimethyltetradecana
TETRADECAME, 2,6,10-TRIMETHYL- % 2

,6,10-TRIMETHYLTETRADECANE
Pentadecane, 2-methyl- % 2-Methylp
entadecane

0.29 C:\Database " wWBNOSST. L
4,5. ALPHA. —-EPOXY-3-METHOXY-17

YL-7.ALPHA. - (4—-PHENYL-1, 3-BEUTADIEN
YL)-6.BETA. ,7.BETA. — (OXYMETHYLENE)
MORPHTMAMN

18 C: \DatabaEe\Famedb23 L
C 18:3 (atha} Call cis —
(omega
C 20:3 (c15 11,14,
C 20:3 ({cis -—

9,12.15>

173 Comega 3D
8,11,14} {omega ©2

0.49 C:hwDatabase " wBNOSST. L
2-eromo dodecanse % Dodecane,
mo—

Heptadecane % n-Heptadecane % MNorm
al—hepradecane
DECAMNE, 2-METHYL- % Z2-METHYLDECAMNE
2-METHYL-DECANE % DECANE, 2Z-MET
HYL— {(BCI)X{(9CI) % EINECS 230-236-1
$ MN-CEBHLTFCH{CH3)2 % NSC 20567

Z2-bro

0. 37 C:wDatabase " wWEMNOSST. L
g—octadecenamide, {(Z)- % ado
T Oleamide $ Oleic acid ami
Teyl amide § slip-eze $§ armoslip C
P % crodamide © % crodamide OorR % A
mide o % piamide o 200 % piamit o
200 % (ZF)-9—-octadecenamide % aldiph
atic amide % Armid © % cis—-9,10-0cC
Ttadecenoamide % C
Ooctadecanamide $ Stearamide % aAcdog
en 42 % octadecamide % octadecylam
ide % sSteardic acid amide Stearic
amide % sStearoylamide % sStearoyla
mine % Stearylamide $ Kemamide = %
Armid 18 5 Adwvawax 290 $ Amide T
% crodamide 5 % crodamide s, sr %
Petrac wvyn-eze %
HEMADECANE , S-HEXYL-8—-PENTYL- % &—
HEXYL —S8—-PENTYLHEXADECANE # % B-HEX
YL -8-—PENTYLHEXADECANE % B-N-PENTYL
—B-MN-HEXYLHEXADECANE

3
e % o

0.25 Cc:wDatabase " WENOSST. L
CURAN, 1-ACETYL-16,17,19,20-TETRAD
EHYDRO-— % (19Z)-1-ACETYLCURA-16,19
—DIEM # % (19Z)-1-ACETYLCURA-1&,19
—DIEM

279

2-(3-cyano-4-methoxymet 435864

19
20

73542
a7 864
36542

-METH 523785

22

29
27

FIEe52
72556
853519

82151

83162

FOoZzT

28461

000646-31-1
026746-38-3

000593-49-7

000112-61-8
000124-10-7
007132-84-1

000112-62-9
001937 -62-8
001120-25-8

9994 35-07-9

052898-73-4

9994 35-87 -

002566-97-4
000112-63-0

014905-56-7
014905-56-7
001560-93-6

085454-97-32

Qo001 -00-8

055682-88-7
o01L7E82-84 -2

0121 EF—-99-0
Q000829 -7E8-7
0089y 5-98-0

OO0O0Z0L-02-0

Q001L24-26-5

O55282-29-G

056053 -16-8

83
a4

o4

98

39

99
58

25

20

15

a9
a9

80
80
42

83

99
S0
28

41
28
EY:

52

45

35



Ek Sekil 76. devanm

24

25

26

28

29

20

31

32

23

34

25

36

35.494

36272

36. B9a6

37. Be9

8. 012

3B8. BT

40,083

40. 833

41.439

42,109

42481

42, 784

43. B8

1.

54 C:'\Database"WENMO5ST. L
METHYL ESTER OF 2-(3,5-DI-TERT-BUT
YL -4 —HYDROXYPHENYL) —PROPIONIC ACID
$ METHYL-3-(3,5-DITERTEBUTYL—-4-HYD
ROXYPHENYL) PROPIOMNATE
Benzenepropanocic acid, 2,5-bis(1,1
—dﬁmethyTethET)—4—hydroxy—, methy ]
ester % Met 1 2-(3,5-di-tert-but
w1—4-—hydroxyphenylpropionate $ Me
Thyl 2-(2,5-ditert—buty]l—4—hydroxy
pherny] propanocate #
3,4-DIHYDRO-7 ,12-DIHYDROXY-7 ,12-DI
METHYLBENZ [A] ANTHRACEMNE

26 C:wDatabase“ Famedb23.L
C 22:0
C 11 :0
< 1o:0

83 C:“Database“Flawvor3.L
59. 23 TETRACOSAMNE
532. 54 DOCOSAMNE
36. 74 HEPTADECAME

18 C:“Database Flavor3.L
62. 00 PENTACOSAMNE
532. 54 DOCOSAMNE
47 .33 EICOSAMNE

23 C:wDatabase Flavor3.L
59. 23 TETRACOSAMNE
G62. 00 PENTACOSAMNE
56.48 TRICOSAMNE

7 C:wDatabase Flawvor3. L
47 .33 EICOSAMNE
26.74 HEPTADECAME
50.47 HEMNEICOSAME

72 C:wDatabase " WENMO5ST. L
g—octadecenamide, (Z)- % adogen 73
% Oleamide % Oleic acid amide % ©
Teyl amide % sSlip-eze $ Armoslip C
P % Crodamide 0 % Crodamide OR § A
mide 0o $ Diamide o 200 % Diamit O
200 % (Z2)-9-octadecenamide $ aAliph
atic amide % armid o % Ccis—-9,10-0cC
tadecenoamide % C
Q9-OCTADECENAMIDE % OELSAEUREAMID
9—OCTADECEMNAMIDE % 9-OCTADECEMNAMID

81 C:“Database“Famedb23.L
C 24:0
C 10:0
C 1&a:0

62 C:'Database“Flawvor3.L
59. 23 TETRACOSAMNE
62. 00 PENTACOSAMNE
53. 54 DOCOSAMNE

35 C:Database"WE8NO5ST. L

NOMNADECANE % ATI3-26122 $ EIMECS 21

1-116-8 $ N-NOMADECAMNE % NSC 77136

DECAMNE, 2-METHYL— % Z2Z-METHYLDECAME
% Z-METHYL-DECANE % DECANE, 2-MET

H¥L— (S8CIJ({(9CI) % EINECS 230-236-1
T N-CBHL7CH{CH2)2 % NSC 20567

Tetracosans $ N-TeTracosansa

66 C:'Database " WENMO5ST. L
HEXACOSANE $ EINMECS 211-124-1 % M-
HEXACOSANE $ NSC 122457
EICOSAMNE $ ICOSAMNE % ICOSAME # $ A
I3-28404 % CCRIS 663 $ EICOSAM $ E
INECS 204-018-1 % ICOSAMNE ((COMPUTE
R—GEMERATED MAME) % MN-EICOSAMNE % N
sSC 62789
Tetracosans $ N-TeTracosansa

55 C:“Database"WE8NO5ST. L
Cholestan-22(26)—isoepoxy
Phosphordic acid, dibutyl 1,1-dimet
hwl-2,2,32,3—tetraflTuoropropy]l este
M= {4 -—CHLOROPHEMNYL)-MN"-[2-{(1-PIPERA
ZINYLJETHYL]OXAMIDE % MN~1~—(4-CHLO
ROPHEMYL) -N—2~— [2—{(1-PIPERAZIMYLJE
THYL]ETHANEDIAMIDE

17 C:“Database " WE8NO5ST. L
TETRACOSAMNE $ AIZ-52698 % EIMECS 2
11 -474-5 % N-TETRACOSANE % MNSC 298
Tetracosans $ N-TeTracosansa
2,5-DIMETHYL -4 -METHOXYPHEMNOL

29 C:\Database"WENO5ST. L
Hexacosanoic acid, methyl ester %
Methyl hexacosanoate $ Cerotic aci
d methyl ester

280

469837

470255

4698471
30

5

4

111
109
102

107
109
105

111
107
108

105
102
110

B3152

B1&670
Blea?

111
107
109

GE442
21359
74546

G9894
GEG9E8

74546
190766
190724
189418

118228

Q00000 —-00—-0

0063286-38-5

Q00000 —-00—-0

Q00929 -77 —
001731 -86-8
000110-42-9

000646 -31-1
000629-97 -0
000&29-FB8-7F

000629-99-2
000629-97 -0
000112-95-8

000564 6-31-1
000629-99-2
000638-67 -5

000112-95-8
000&29-7E8-7F
000629 -94 -7

000201 -02-0

999081 -67 -2
000201 -02-0

002442-49-1
000110-42-9
000112-39-0

000564 6-31-1
000629-99-2
000629-97 -0

000629-92-5

00697 5-98-0

0005646 -31-1

000&30-01-3
000112-95-8

0005646 -31-1

999190-76-9
999190-72-7

3305932-05-0

0005646 -31-1

000646 -31-1
Q00000 —-00—-0

005802-82-4

a8

a5

=]

a9

a8
a8

-

32

B9
59

B9

B9

B9

oz
a2

a2
49
4G
4G

a9



Ek Sekil 76. devanm

E¥:

39

aa

FAME

44 3246

44741

45,107

45.473

46. 074

46.635

47.813

2019.M™m

1.79 Cc:“wDatabase“ " WWwBNO5SST. L
Cholestan-2,22,26-triol triacetate

1 ,4-epoxynaphthalene-1 (2H) —-methano

0.68 C:Database"WENO5ST. L
Imidazol[l,2-bl]l1,2.,4—-triazine,
—methoxyphernyl) -7 -methy]l-2-phery] -

% mMethyl 4-(7-methyl-2-phenylimid
azo[l1,2-b]J[1,2,4]triazin-&-yl1lphen
w1 ether
2-[3-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-acrylo
wl]l—-6—methy]l-pyran-2,4-dione % 2-[
(ZED-3-(3,4-Dpimethoxyphenyl)-2—-pro
penoyl] -—6-methyl-2ZH-pyran—-2 ,4 {3H)—
dione #

6— (4

0O.67 C: wDatabase "WwWBNO5ST. L
2-—[3-(3,4-pimethoxy—phenyll-acrylo
wil]l—6—methyl-pyran-2,4-dione $ 3-[
(ZED-2-(2,4-Dimethoxyphenyl1)-2-pro
penoyl]-—-6-methyl -2H-pyran—-2,4 {3H)—
dione #

0. 26 C:wDatabaseZFlavor3. L
682,00 PENTACOSAMNE
59. 32 TETRACOSAMNE
28. B2 PENTADECANE

0,43 C:hwDatabase WwWBNO55T. L
2,5-DIMETHYL -4 -METHOXYPHEMNOL
TETRACOSANE $ AIZ-52698 $ EINECS 2
11 -474-5 $ N-TETRACOSANE % NSC 298
Pentacosanse % n—-Pentacosans

0. 58 C:“wDatabase " WwWBNO5ST. L
PENTACOSANE $ AIZ-26478 $ EINECS 2
11-123-6 % N-PEMNTACOSAME % NSC 158
563

6[89 C:hwDatabase"WBNOSST. L
octacosanoic acid, methy]l ester %
Methyl octacosanoate
OCTACOSANOIC ACID, METHYL ESTER $
METHYL OCTACOSAMOATE % EINECS 259-—
754-6 % OCTACOSANSAEURE, METHYLEST
ER

Fri aAaug 09 08:15:18 2019

41849
T46502

493100

493054

493054

118236

117666

999041 -85-1
0587 71L-86-9

094103 -49-8

059144-91 -1

059144 -91 -1

Q00e29-99-2
Q00Ged46-31 -1
Q00ae29-a2-9

Q00000 —-00-0
0005ed46-31-1
000629-99-2

000629-99-2

0O55682-92-3

O55682-92-3

Wi
=

49

471

Ek Sekil 76: ARH numunesine ait GC-MS analizinden elde edilen
kiitiiphane taramasi sonugclari.

kromatogram ve

Ek Sekil 77. devanm

Abundance

TIC: 7.D\data.ms

9500000
9000000
8500000
8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000 23.923
5000000
4500000

4000000

3

3500000
30.388

3000000
2500000 28.155 32.252
2000000 ﬂ
1500000 28.886

2

35.508 38.968

/\/ 33.686 37.974 2505
7.523 3.4 ~ 5363i3738.420-94417%43 231
ST 34.755

T
35.00

1000000

500000

T
40.00
Time-->

281
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Abundance

Time --

[_[GCMS_SMTI]TIC: 7.D\data.ms
5500000 - -

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

)

T T T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Library Search Report

Data Path
Data File

D:%inan dursun*0708201L9fF ama™,
7.D

ACq On H 7 oAug 2019 21:00 (#1); 7 Aug 2019 20:47 (#2)
operator :
Sample HEv
MiscC :
ALS vial HEv Sample Multiplier: 1
search Libraries: C:hwDatabase Famedb23. L Minimum Quality: 80
C:wDatabase Flavor3.L Minimum Quality: 80
C:hwDatabase  WBNOSS5T. L
unknown Spectrum: Apex
Integration Events: ChemStation Integrator - autointl.e
Pk# RT Area% Library/ID Ref# CASH qQual
1 15.490 0.21 C:“Database " WEBNOSST.L
Eicosane, 9-octyl- $ 9-n-Ooctyleico 40563 013475-77-9 49
sane $ 9-0ctylicosane #
2 15.799 0.04 C:“Database“Flawvor3.L
47 .33 EICOSANE 105 000112-95-8 96
432,92 NOMADECANE 104 000629-92-5 95
40.40 OCTADECANE 102 000593-45-3 932
3 17.55%6 2.33 C:“wDatabase“Flavor3.L
432.92 NOMADECANE 104 000629-92-5 90
47 .33 EICOSANE 105 000112-95-8 8o
50.47 HENEICOSANE 110 000629-94-7 8o
4 18.334 .71 C:“Database“Flavor3.L
432.92 NOMADECANE 104 000629-92-5 80
62. 00 PENTACOSAMNE 107 000629-99-2 8O0
52. 54 DOCOSAME 109 000629-97-0 7
5 19.805 2.09 C:“Database'Famedb23.L
C 14:0 g8 000124-10-7 98
C 10:0 4 000110-42-9 59
C 16:0 12 000112-29-0 532
20.382 0.88 C:“Database WB8NOS5T.L
Sulfurous acid, decyl hexyl ester 146210 999146-21-3 50
Sulfurous acid, hexyl tetradecyl e 146271 999146-27-4 50
ster
7 21.990 0.51 C:“Database“WFlawvor3.L
47 .33 EICOSAMNE 105 000112-95-8 8o
59. 33 TETRACOSAMNE 111 000646-21-1 8a
62. 00 PENTACOSAMNE 107 000629-99-2 8O0

282
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10

11

12

14

1a

18

19

20

21

22.769

232,924

24 _4316

26.013

26. 362

27.523

28.153

28. B85

29.149

F0. 290

32.250

I2. 686

34. 2471

25. 511

3.01 C:“Database " WEBNOSST.L
eenzaldehyde, 2, 4-dimethyl- % 2,4-
Dimethylbenzaldehyde £ 2,4-Dimethy
Tbhenzenecarboxaldehyde
F-BUTEM—-2-0L, 4—{S5-METHYL—-2—THIEMNY
L}—, ACETATE % 4—(5-METHYL-2-THIEN
YLIBUT-3-EMN-2-¥L ACETATE

21.00 Cc:“wDatabase rFamedb23.L
15:0

Loy
C A15:0
C 14:0

3.09 Cc:wDatabase"wWEBNOSST. L
5-NITRO-DIHYDRO -SILAAZAANTHROME
7, B-DIMETHOXY-1,2,4,5,10aA,10B-—HEA
HYDROBENZO{DE)—PYRROLO{3,2,1-IT13qQU
INOLIME
5,5-DIMETHY¥L-7-NITRO[1]BENZOSILIMNO

0,41 C: \Database\Famedb23 L

10. 60 c:\Database\WBNOSST.L
rhenol, S—-bis(1,1- d1methy1ethy1}
- % Pheno1 2,5-di-tert— butyl- %
. 5—Di-—-Ttert-— butprhenoT
Phenol, 2,4-bis({1.,1- d1methy1ethy1}
- % phenol, 2,a-di-tert— butyl- %
,A4-—Di-—tert— butyTphenoT 5 2,4-— d1—t7
Butylphencl % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
T-butylbenzense % antioxidant mNo. 32
2 % Prodox 146 % Prodox 146A-85x_%
2, 4-pis{1l.1-dimetchylethy]lphenol

0.81 C:“Database“WwWEBNOSST. L
Heneicosane % n-Heneicosane % Hend
cosane #
DOCOSAME $§ C22H46 STAMDARD $ EINEC
S 211-121-5 £ N-DOCOSANE $ MNORMAL—
DOCOSANE $ MSC 77139

9.46 C:woDatabaseswFamedbzZ3. L
C 18:0
C 14:0
Cc 16:0

4. 57 C:wDatabasewFamedb23.L
C 18:1 {(trans — 93 {omega 9)
C 18:1{cis — 9) {(omega 9>
C 1ae:1 {cis — 9l

2.01 Cc:“Database“ " WWwWEBNOSST. L
Pyridine-3-carboxamide, oxﬁme,
2—trifluocromethylpherny1)i— 5 N
roxy—mM-—[2— (tr1f¥uoromethy1}pheny¥]
—-3-pyridinecarboximidamide #
BENZOIC ACID, 2,4-BIS{TRIMETHYLSIL
OXY)—, TRIMETHYLSILYL ESTER % BEMNZ
OIC ACID, 2,4-BIS[{TRIMETHYLSILYL)
oxx¥]—, TRIMETHYLSILYL ESTER % TRIM
ETHYLSILYL 2,4-BIS[{TRIMETHYLSILYL
JOXY]BENZOATE # % .BETA. —RESORCYLI
C ACID (TMS) % 2,4-BIS{TRIMETHYLSI
LOXY I TRIMETHYLSIL

9.14 C:“Database“wFamedb23_ L
c %8:2 (trans,trans - 9,12) (omega
a

C 18:2 {(cis,cis - 23 (omega 6)
C 20:2 {(cis - 11, 14) {omega )

7.48 C:wDatabase“wFamedb23.L
C 18:3 (alpha) (all cis - 9,12,15)
{omega 3)
C 20:3 {(cis-11,14,17) (omega 3
C 18:3 ({gammad) (aTT cis — ©,9,12)
{omega ©

0. 89 C:“Database“ WwWBNOSST. L

ETHYL (2E)-3-[2-{(DIETHOXYPHOSPHORY
L) =4 —{DIMETHYLAMINO)IPHENYL]-2-PROP
EMOATE # % 2—(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJPROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHYL (
2E)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL)-4— (D
IMETHYLAMIMNOIPHENYL] -2-PROPEMNOATE

0.22 C:wDatabase " WwBNO5ST. L
Aacetic acid, [Z-{6-methoxy-2-benzo
thﬁaonyT}—l,2,4—oxadﬁazo¥—5—y1met
hwl] ester

1.56 C:“Database“ Ww8NO55T. L
METHYL ESTER OF 2-(2,5-DI-TERT-BUT
YL —4 —HYDROXYPHENYL)}-—PROPIONIC ACID
% METHYL-2-(2,5-DITERTEUTYL -4 —HYD

283

2750132

383389

383416

74197
89205

16
12

-

1=z

98117

507445

22

29
21

507299

385232

469837

015764 -16-6

097s02-81 -8

Qo011 2-329-0

QO71L3IZ2-a4 -1
Q00124 -10-7

QOO0 -0 —0
0968165-84 -3

099506-332-9

Q01731 -92-6
Qo011 2-39-0
000111 -82-0

OO5875-45-6

Q00096 -7E6—4

000829 -94 -7
Q00829-97 -0

000112-61-8
000124 -10-7
000112-29-0

01937 -62-8
o011 2-62-9
Q01120-25-8

2B8246-532-7

010586-16-0

002566-97 -4
000112-63-0
002463 -02-7
000301 -00-8

O55682-88-7
Q02e76—-41 -

066564 -08-7

99903E8-52-5

Q00000 —-00—-0

a5

a5

a9
a9
=]
f=l=

rd

49

=]

42

a9
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22

24

26

28

29

30

31

32

23

34

I6. 2B

26. 919

37.045

37.680

IB_ 487

38. 967

40,078

471 .445

42,063

42,492

44518

0.90 C:“wDatabase“Famedb22. L

C 22:0
C 11:0
C 16:0

0. 21 Cc:wDatabase Flawvor3.L
o

2.00 PENTACOSANE
36. 74 HEFPTADECANE
28. B2 PENTADECANE

O.45 C:wDatabase wFlawvor3. L

682,00 PENTACOSAMNE
6. 74 HEPTADECAMNE
22. B9 HEXADECAMNE

Q.22 C:wDatabase“ZFlavor3I. L

59. 22 TETRACOSAMNE
82, 00 PENTACOSAMNE
36. 74 HEFPTADECANE

0. 87 C:“wDatabase“WWwEBNO5ST. L

ETHYL (2E)-2-[2—-(DIETHOXYPHOSPHORY
L)Y—4—(DIMETHYLAMIMNO)IPHENYL] -2—-FROP
EMNOATE # % 2—(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJPROPENOIC ACID, 2-{(DIETHOXYP
HOSPHINY¥L)—-, ETHYL ESTER % ETHYL (
ZE)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4 - (D
IMETHYLAMINOIPHENYL] -2 -PROPEMNOATE

0,21 Cc:wDatabase Flawvor2.L
L=

2.00 PENTACOSAMNE
36. 74 HEPTADECANE
24 .61 TETRADECAMNE

2.66 C:wDatabase "\ WBNO5ST. L

D—OCTADECENAMIDE $ OQOELSAEUREAMID
S9—OCTADECENAMIDE % 9 OCTADECENAMID
E, (ZJ- % (9Z)-9-OCTADECEMAMIDE #
$ (97 —-9-0OCTADECENAMIDE % (973 -9-0
CTADECENAMIDE {(COMPUTER-GENERATED
MNAMED) % (Z) -9 OCTADECENAMIDE % 9-0O
CTADECEMAMIDE , {({(9Z)- % 9-OCTADECEN
AMIDE , (ZJ3— (9CI) % 9-OCTADECEMNOIC
ACTID, AMIDE (CIS

1.70 Cc:woDatabaseswrFamedb23 . L

C 2410

0.41 C:“Database“wWBNOSST. L

EICOSANE % ICOSAME $ ICOSANE # % A

IZ-28404 % CCRIS 663 % EICOSAMN $ E

INECS 204-018-1 $ ICOSANE ((COMPUTE

R—-GENERATED MNAME)} % N-EICOSAMNE % M

sC 62789

Tertracosane $ n-Tetracosans

DECAME, 2Z-METHYL- $ 2-METHYLDECANE
% Z-METHYL-DECANE % DECANE, 2—-MET

HYL— (8BCID{9CI) % EINECS 220-236-1
T N-CEBHL7CH{CH2)2 % NSC 20567

0.81 C:“Database " wWBENOSST. L

ETHYL (2E)-3-[2-{(DIETHOXYPHOSPHORY
L) —{DIMETHYLAMIMNOIPHENYL]-2-PROFP
EMOATE # % 2—(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJPROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)-, ETHYL ESTER % ETHYL (
2E)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4 —{D
IMETHYLAMIMNO) PHEMNYL] —2-PROPEMNOATE

CYCLODODECASILOXAME, TETRACOSAMETH
Y- % 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,
14,14 ,16,16,18,18,20,20,22,22,24,2
4 -TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASTILOMA
NME # % 2,2,4,4,86,6,8,8,10,10,12,12
14,14 ,16,16,18,18,20,20,22,22,24,
24 -TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASTILOX
AMNE % 2,2.,4.,4.,6,6

0O.66 C:“Database " wWBENOSST. L

Methanone, (1-hydroxycyclohexyldph
enyl- % l—Hydroxycyc¥o exy | pﬁenyT
ketone % Irgacure 184 % (1-Hydrox
ycycTohexyW)%phenyT)methanone #
N—(4—Br0m0—3—methﬁ1— hermyld)—N"—(2-
piperazin-1-wvl-et yT?—oxaTamﬁde
MN—{4—-Chloro ey 1)—-N" —[2-(1-pipera
Zimylldethyl]oxamide

2.97 C:“Database  WwWBENOSST. L

1-ISOPROPYL—2 (METHOXYMETHOXY) -1, 3—
BUTADIEMNE

IRON IODIDE COMPLEX I
2-—METHOXY -4 -—METHYL-6-[(2",5 —-DIMET
HOXYPHENYL)IMETHYL ]BENZOIC ACID

0O.60 C:“Database“wWENOSST. L

Eicosane, 10-heptyl-10-octyl- % 10
—n—HeqtyT—lD—n—octyTeﬁcosane $ 10-
Hepty |l -10-octylicosane #

284

30
5
12

107
102
100

107
102
101

111
107
102

507299

107
102
a9

B1a70
Blaa7

35

507299

113164

1903265

190746
190652

46955

70999
G9289

75195

00092977 -1
O0O1l731-86-8
Q0011 2-39-0

Qo0E29-99-2
QO0&29-7E8-7
Q00&29-62-9

Q00&29-99-2
QoO0&29-7E-7
000544 -76-32

Qo0s46-31 -1
Q00829-99-2
Qo0S29-7E-7

Oces564-08-7

Qo00S29-99-2
QO0G29-7E-7
Q00&29-59 -4

999081 -67 -2
QOOZ01L-02 -0

002442 -49-1

000112-95-8

000646 -31 -1
00697 5-98-0

066564 -08-7

01E8919-94-3

Q00947 -19-3

999190-74-9
230593-05-0

Q00000 —-00—-0

99907 1L-00-1
Q00000 —-00—-0

055470-98-9

=
[NENIV]

99
a9

o1

a5

90
Q0

oz

55

50

49
49

14
10

43
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Ek Sekil 77:

o

ARL numunesine ait GC-MS analizinden elde

. 59 c:\Database\wBNOSST [

4 -—FORMYL —2 ,2" &
CMETHYL BTRPHEMNYL

.5 —TETRAME THO v — "

1. 51 < :wDatabase " WwEBNOSST. L

11 , 1Ss—Blis—decy ]l —hexacosanse % 11 ,1&
T Didecylhexacosane =
BLIS—O— 210,14 —TETRAME THYL HEXADE

TROMN TODIDE COMPLE> I

O. 89 C:wDatabase " WWwEBNOSST._ L

silane, A—[1 ,2—bis[Cocrimechy s
wlldoxylethywll-1,2 _phernylenelbis cox
y)]bﬂs[trﬂmethﬁ - = 51¥ane Ca—Ca
2 bis[Ctrimethylsd Tyl Joxy ] ethyl T —
1. 2-phenylene]lbisf{oxyd Jbis Trimeaetch
wiZ % —C2.a-Bis[itrimaethyls14 Iywl3o
=y lphernyl1l2—-2 .2 .7 .7 —Ccecrametchyl -3,
—dioxa—2.,7—disila

2.03 Cc:wDarabase "\ wSMNOSST. L

Octacosanoic acid, ester %
e iyl oCTacosanoate
Octacosanoic acid,
e iyl
OCTACOSANOTC ACTD, |WE11+fL ESTER %
METHYL OCTACOSAMNOATE $ EINECS 259-—
F54 -6 % OCTACOSANSAEURE, METHYLEST
ER

met byl

ester %

0O.15 Cc:wDarabase " wSMNOSST. L

TETRACOSANE % AT2-S52698 % ETINECS 2
11 —aA4F4—5 5 MN-—TETRACOSAME % MNSC 298
TRIACONTANE $ ETITNECS 211 -249-5 % M
—TRIACOMNTAME % MNSC 158661

O_. 05 C:wDatabase " WWwEBNOSST._ L

TETRACOSAMNE % ATI-S52698 % EIMNECS 2
11 —aA474 -5 $ MN-_TETRACOSARNE % MNSC 298
TerLr acos anea - N—-TeLr acos ans:s

TETRACOSANE % AT2-S52698 % ETINECS 2
11 -474—5 N—TETRACOSAME $ MNSC 298

Aug 09 O8:19:59 2019

kiitiiphane taramasi sonuglari.
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Abundance

9500000

9000000

8500000

8000000

7500000

7000000

6500000

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

500000

—

TiCc:

5.D\data.ms

23.909

19.818
2

492703

TF5349
FALOS54

TO999

507 &4 8

118226
118228

1A 7666

69555

FOzaT

edilen

OOOOO0O —O00 —O

oOFZ2Z936—-268—-8
(slelelelele ool gel

9907 1L —O00O -1

O56114—-62 -6

OS55682 92 =2
OS55682 92 =2
OS55682 92 =2

OOOsa46— 21 -1
OOOe28 68 -6

Oo00546—31 —1

Oo00546—31 —1
OOOsa46— 21 -1

kromatogram

Time-->

Abundance

socooocoo

asooooo

4000000

sso0o0000

2000000

2000000

1s00000

sooo0oo0

1161718.383 2

e e

T T
15.00 20.00

[Lecms

SMTITIC: 5.D\data.ms

Time =

Zo oo 5o oo s

285

“o oo

“s oo

25
23

49

o8
B8
B8

DO
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Library search Report

Data Path
Data File

D:hinan dursun’ 07082019 F ame™,
5.D

ACg On ; 7 oAug 2019 19:12 (#1); 7 oAug 2019 18:59 (#2)
operator :
Sample HE-
Misc :
ALS wvial HE- Ssample Multiplier: 1
search Libraries: C:"Database Famedb23.L Minimum Quality: 80
C:hWDatabase Flavor3.L Minimum Quality: B8O
C:h"Database " WENO535T. L
Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - autointl.e
Phk# RT Area% Library/ID Ref# CASH Qua’l
1 16. 221 0.46 C:“wDatabase“ Famedb23.L
C 12:0 & 000111-82-0 B6
C 15:0 10 0O0713z2-64-1 27
C 14:0 8 000124-10-7 27

2 1G.537 0.10 Cc:“Database " WBNOS5T. L
TETRATRIACONTANE $ AI3-36492 % EIN 706848 014167-59-0 68
ECS 238-013-0 % N-TETRATRIACONTANE
$ NSC 2998
DODECANOIC ACID, METHYL ESTER $ LA 117189 000111-82-0 64
URIC ACID METHYL ESTER % METHYL DO
DECANOATE % AIZ-00669 $ BRMN 176778
0 § DODECANOIC ACID METHYL ESTER %
DODECANOIC ACID-METHYL ESTER $ EI
NECS 203-911-3 § FEMA NO. 2715 % F
EMA NUMBER 2715 % HSDB 5530 % LAUR
IC ACID, METHYL E
Tetratriacontane $ n-Tetratriacont 75175 014167-59-0 55
dane

3 16.657 0.25 C:ZwDatabase"\WBNOSST. L
TETRADECANE $ AI3-04240 % BRN 1733 8e779 000629-59-4 7B
8539 % CCRIS 715 % EINECS 211-096-0
$ HSDB 5728 % ISOTETRADECAME % MN-—
TETRADECANE $ NSC 72440
TETRATRIACONTANE $ AI3-36492 $ EIN 706848 014167-59-0 74
ECS 238-013-0 % N-TETRATRIACONTANE
$ NSC 2995
Tetratriacontane $ n-Tetratriacont 75175 014167-59-0 64
ane

4 17.527 1.94 C:wDatabase Flavor3.L
5

3. 54 DOCOSAMNE 109 000629-97— 7
62,00 PENTACOSAMNE 107 000629-99-2 BG
56.48 TRICOSAMNE 108 O00063E-&67-5 B6

5 18. 282 0.98 C:woDartabase wBNOSST. L

HEPTACOSANE % AI3-306283 % EINECS 2 70030 000593-49-F7 7o
09-792-4 5% MN-HEPTACOSANE
Tetradecane % n-Tetradecane 72983 000629-59-4 F0O
TETRADECANE $ AI3-04240 % BRMN 1733 GE805 000629-59-4 7O
859 % CCRIS 715 % EIMNECS 211-096-0

¥ HSDB 5728 § ISOTETRADECAMNE % M-
TETRADECANE % NSC 72440

o 19. 816 2.69 Cc:hwDatabase Famedb23. L

C 14:0 & 000124-10-7 97
C 1610 12 000112-39-0 o4
C 12:0 & 000111 -82-0 532

=

21. 887 0.62 C:hwDatabase " WBNO5SS5T. L
TETRATRIACONTANE $ AIZ2-26492 % EIN FO848 014167 -59-0 90
ECS 22E8-012-0 % N-TETRATRIACONTANE
% NSC 2998
HEMADECAMNE % AIZ-06522 % BRN 17265 67520 000544 -76-2 809
92 % CCRIS 5822 % CETAMNE % EINECS
208-878-9 % HEXMADECAMN % HSDBE G854
% ISOHEXADECAMNE $ MN—-CETAMNE % MN-HEX
ADECAMNE $ NSC 7234
HEXADECAME $ AIZ-06522 % BRN 17365 67536 000544-76-3 89
92 % CCRIS 58232 % CETANE $ EIMECS
208-878-9 % HEMADECAMN % HSDE &854
% ISOHEXADECAME % N-CETANE 3% N-HEX
ADECANE $ NSC 7234

8 22. 279 1.00 C:wDatabase Flawvor3. L

53. 54 DOCOSANE 109 000629-97 -0 B7F
56.48 TRICOSAMNE 108 O00063EB-&67-5 B7
50.47 HEMEICOSAME 110 000629-94-7 EB&

=] 22.763 2.29 Cc:hwDatabase " WBNOSST. L
Baenzaldehyde, Z,5-dimethyl- % 2,5- 275001 O0O05779-95-32 &0
Dimethylbenzaldehyde #
BENZALDEHYDE, 4-ETHYL- % 4-ETHYLEBE 273649 004748-78-1 53
NZALDEHYDE % BENZALDEHYDE, P-ETHYL
— % EBAL % EIMECS 225-268-8 % ETHY
L-BENZALDEHYDE % ETHYLBENZALDEHYDE
- P— % FFMA MNO. 2TEAE T P-FTHYI REMNF

286
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10

11

12

14

15

16

18

19

20

23,907

25. 978

26.

-
.

28,

362

552

11z

28. 851

29,

20.

20.

32,

23,

160

261

Q68

233

G692

25.10 C:vwDatabase Famedb23.L
C 16:0
C 14:0
C 15:0

0. 82 C:wDatabase“ Famedb23.L
C A7 10
C 1Oo:0
C 11:0

10.14 C:woDatabase"wWBNOSST. L
Phenol, 2,4-bis{l,1- d1methy1ethy1)
- % phenol, 2,a-di-tert— butyl- 3
,4-Di-tert-— butyTphenoT 5 2,4- d1—t—
Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
t-butylbenzene % Antioxidant mNo. 3
3 % Prodox 146 % Prodox 146a-85x %
2, 4-Bis(1,1l-dimethylechyl)phenaol
rhenol, 2,4-bis{l,l-dimethy ethyT}
- % Phenol, 2,a-di-tert— butyl- %
,4—Dﬁ—tert—buty1phen01 5 2,4-— d1—t—
Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
t-butylbenzene $ Antioxidant No. 32
2 % Prodox 146 % Prodox 146a-85x %
2,4-Bis{1,1l-dimethylethyl)phenaol
PHENOL , 2,4-BIS{1l,l1-DIMETHYLETHYLD)
- % 2,4-DITERT-BUTYLPHEMNOL % 1-HYD
ROMY—2, 4-DI-TERT-BUTYLBEMNZEMNE % 1
—HYDROXY -2 ,4 -DI-TERT-BUTYLBENZEMNE
£ 2,4 DI-TERT-BUTYLPHENOL % 2,4-BI
S{1L,1-DIMETHYLETHY¥L)PHENOL % 2,4-B
IS{TERT-BUTY¥L)-PHEMNOL % 2,4-BIS{TE
RT-BUTYLIPHENOL %

0. 82 C:“Database“ WwWEBNOSST.L
Dpocosane % n-Docosane % Normal-doc
osane
DOCOSANE % C22H46 STANDARD $ EINEC
S 211-121-5 $ N-DOCOSANE $ MNORMAL —
DOCOSAME $ NSC 77129
OCctTacosana $ N—OCtacos anea

Q.42 C:“Database“wFamedb232_ L

C 1E8:0
C 14:0
C 1a:0
3.69 C:vwDatabase'Famedb23.L
C 18:1(cis - 9) (omega 9)
C 18:1 (trans - 293 (omega 9)
C 15:1 {(cis - 10)

1.28 Cc:“wDatabase w8NO55T. L
ETHYL (2E)-3-[2-{(DIETHOXYPHOSPHORY
L) -4 - {DIMETHYLAMIMNO)PHENYL]-2-PROP
EMOATE # % 2-(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJ)PROPENOIC ACID, 2-(DIETHOXYP
HOSPHIMNYL)—, ETHYL ESTER % ETHYL (
2E)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4 - (D
IMETHYLAMIMNO)IPHENYL] -2 -PROPENOATE
9-0OCTADECEMNOIC ACID (Z)-, METHYL E
STER % 9-OCTADECEMNOIC ACID, METHYL
ESTER % METHYL (9Z)-9-OCTADECENOA
TE # % (Z)-9-0OCTADECENOIC ACID MET
H¥L ESTER % (Z)-9-OCTADECENOIC ACT
D, METHYL ESTER % 9-OCTADECENOIC A
CcID {(9Z)-, METHYL ESTER % AD3 100
% ATI3I-0D0651 $ CCR
13-OCTADECENOIC ACID, METHYL ESTER
% METHYL OCTADEC-13-ENOATE % METH
YL (13E)-12-OCTADECENOATE # % METH
YL (12E)-12-0OCTADECEMNOATE

4._.44 C:Z\DatabasehZFamedb23_ L

C 18:2 (trans,trans — 9,12) (omega
6
C 18:2 (cis,cis — 9,12) (omega 6

C 20:2 (cis - 11,14} ({omega &)

0.45 C:ZDatabaseZWwWBNO55T. L
sulfurous acid, butyl octadecy]l es
Tar
Nonahexacontanoic acid
MONAHEXACONTANOIC ACID % MN-MNOMAHEX
ACONMNTANOIC ACID

7.29 Cc:wDatabase'Famedb23.L
C 18:2 (alpha) (all cis - 9,12,15)
{omega 32D
C 20:2 (cis-11,14,17) (omega 3
C 20:3 (cis - &,11,14) (omega 6)

0,87 C:wDatabase " WENOSST. L
ETHYL (2E)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORY
L) -4 —{DIMETHYLAMIMO)}PHENYL]-2-PROP
EMOATE # % 2-(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJ}PROPENOIC ACID, 2-(DIETHOXYP

287

12
8
10

14
a4
5

383370
383416

3823239

743234
ae9206

F4906

1a
B
12

18&
17
11

507399

56438

56458

29
27

507299

000112-39-0
000124 -10-7
007132-64-1

O01l7 31 -92-6
00011 0-42-9
001731 -86-8

Qo0096-7a—4

QoO0096-7a—4

Q00096 -7a—4

Qo00&29-97 —
Qo00&29-97 —

Q00820-02-4

000112 -61-8
000124 -10-7
000112 -29-0

QQ0L1L2-62-9
001927 -62-8
Q90L7e-532-6

066564 -08-7

00011 2-62-9

056554-47 -3

002566-97 -4
000112-632-0
0024632-02-7
999074 -8B8-1

040710-22-5
040710-22-5

000201 -00-8

055682 -B8-7
0017832 -84-32

066564 -08-7

a8
59

=1}

a5

a4

a8

a8
56

29
a6

B3

53

48

99

99
Q0

-

54
a4

=
(]

20



Ek Sekil 78. devamm

21

22

23

24

25

26

28

29

20

34,229

25. 505

36. 318

37.039

37.989

2E._4E87

IE. 927

40,072

41 .4a62

0. 20 C:vwDatabase " WBENOSST. L

nNonadecane, 1-chloro- % 1-chlorono
nadecane #

1-chloroeicosane % Eicosane, 1-chl
oro- % 1-Chloroicosane #
HEXADECAME, 7 ,9-DIMETHYL- % 7,9-DI
METHYLHEXADECAMNE

1.44 C:“Database  wWEBNO5ST.L

METHYL ESTER OF 2-(3,5-DI-TERT-BUT
YL—-4 -HYDROXYPHENYL)-PROPIONIC ACID
% METHYL-3-{(3,5-DITERTBUTYL-4-HYD
ROXYPHENYL) PROPIOMNATE
Benzenepropanoic acid, 3,5-bis{1,1
—dﬁmethyWethﬁW}—4—hydroxy—, methnyl
ester % Met E1 3-(3,5-di-tert-but
w1-4-hydroxyphernyll)propionate $ mMe
thyl 3-(3,5-ditert-buty]l-4-hydroxy
phenyll)propanocate #
3,4-DIHYDRO-7 ,12-DIHYDROXY-7 ,12-DI
METHYLEBENZ [A]JANTHRACENE

1.81 C:“Database“Famedb23.L

C 22:0
C 11:0
C 10:0

0.99 C:“Database“ Flavor3.L

82. 00 PENTACOSAMNE
47 .33 EICOSAMNE
43,92 NOMADECAME

0.33 Cc:“woDatabase Flavor3.L

56.48 TRICOSAME
53. 534 DOCOSAMNE
50.47 HEMEICOSAMNE

0. 87 C:“Database " wWBNOSST.L

Morphinan, 7,8-didehydro-4,5-epox
-17-methyl-3,6-bis[{(trimethylsily
Joxy]-—, (5.a1pha.,6.a1€ha.}— % Mor
ﬁhﬁne, bis{trimethylsilyl)- % Morp
ine di-TMs deriwvative
1,2,3,3-TETRAMETHYLDISILOXANYL TRI
S{TRIMETHYLSILYL) ORTHOSILICATE #
1,1,1,5,7,7,7-HEPTAMETHYL-3,3-BT
S{TRIMETHYLSILOXYJTETRASILOXANE %
1,32,3,2-TETRAMETHYLDISILOXANYL TRI
S{TRIMETHYLSILYL) ORTHOSILICATE

O.28 C:wDatabase Flavor3._.L

26. 74 HEPTADECAMNE
59. 22 TETRACOSAMNE
40,40 OCTADECAMNE

2.58 C:“wDatabase " wWS8MO5ST.L

g—octadecenamida, {(Z3- % adogen 73
% Ooleamide % oleic acid amide % o
Teyl amide % slip-eze $ armoslip C
P 3 Crodamide 0 % Crodamide orR 5 A
mide o % Diamide © 200 % Diamit o
200 % (Z)-—9—octadecenamide % aliph
atic amide % Armid © $ Ccis—9,10-0cC
Tadecenoamide % C
9-OCTADECENAMIDE % OELSAEUREAMID
9-—OCTADECENAMIDE % 9-OCTADECEMNAMID
E, (FJ)- % (9Z)-9-0CTADECENAMIDE #
% (9Z)-9-OCTADECENAMIDE % (9Z)-9-0O
CTADECENAMIDE (COMPUTER-GENERATED
MNAMED % (F)-9-OCTADECEMAMIDE % 9-0O
CTADECEMNAMIDE, {(9Z)—- % 9-O0OCTADECEM
AMIDE, ({(Z)— {(9CID) % S9-OCTADECEMNOIC
ACID, AMIDE (CIS

2.864 C:wDatabase"WEBNOSST. L

TETRACOSANOIC ACID, METHYL ESTER %
LIGNOCERIC ACID METHYL ESTER $ ME
THYL TETRACOSAMNOATE $ EIMECS 219-4
F5-2 § METHYL LIGNOCERATE % METHYL
TETRACOSAMOLC ACID $ TETRACOSANOL
< (24 :: O0)ACID METHYL ESTER
Tetracosanoic acid, methyl ester %
mMethywl Tignocerate $ methy]l Tetra
Ccosanoate Lignoceric acid methyl
ester
Tetracosanoic acid, methyl ester %
Methwl Tignocerate % Methyl Tetra
cosanoate Lignoceric acid methyl
ester

Q.50 C:wDarabase " WBNOSST. L

HEXACOSANE % EINECS 211 -124-1 % MN—
HEXACOSANE $ NSC 122457

octadecane, Z-methyl- % Z-mMethyloc
Ttadecane

Heptadecans, Z-methyl- % ZI-metchylh
eptadecans

288

74253
74379
58144

469837

470255

469841

20
5
4

107
105
104

108
109
110

115835

111706

102
10z

82152

B1laer70
Blaas

1176534

118224

118222

69894

F2909
FIFLE

062016-76-6
042217-02-7

021164-95-4

000000 -00-0

006286-2E8-5

000000 -00-0

00092977 —
001731-86-8
000110-42-9

0006e29-99-2
000112-95-8
000629-92-5

000638-67 -5
000629-97 -0
000629-94 -7

055449-66-9

0328147 -00-1

QO0s29-7E8-7
Q00546 —-21 -1
O00593-45-32

QOOZ0L-02-0

999081l -67 -2
000301 -02-0

002442 491

002442 491

Q002442 -49-1

000ez20-01 -3

OOe56l-44 -0
00641 8—-44 -6

78
78
98

a3

90

98
30

BO
53

93

=

90

53

=]
=

o8

[Le]te]
R

L=

L=

(23

=1

=1
=1
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31

32

33

34

25

36

28

29

FAME

Ek Sekil 78:

42,080 o. 88

42 486 Q. 50

42. 738 .37

44,535 2.91

44758 o. 62

44 . 9471 1.40

45. 519 Lo

45. 696 Lo

4G, 040 O, 93

46. 560 1.10

47. 316 2. 21

48. 637 .70

C:rhwDatabase " WBNOSST. L

ETHYL (ZE)-2-[2-{(DIETHOXYPHOSPHORY
L)} -4 —{DIMETHYLAMIMO)IPHENYL]-2—-PROP
EMNOATE # % 32— (4-MN,N-DIMETHYLAMIMNOP
HEMYLJ}PROPENOIC ACID, 2-{(DIETHOXYP
HOSPHIMNYL)—, ETHYL ESTER % ETHYL
2ZE)-2-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4 —{D
IMETHYLAMIMOJIPHENYL ] —-2—-PROPENOATE

C:hwDatabase"WBNOSST. L

Tetracosane % n-Tetracosane
Hexanoic acid, but-3-yn-2-wl1 ester
ISOTHIAFOLE, 4-METHYL- % 4-METHYLI
SOTHIAFOLE % 4-METHYL-1,2-THIAFOLE

C:hwoDatabasewFlavor3. L
B82.00 PENTACOSAME
50.47 HEMEILCOSAME
40.40 OCTADECAMNE

C:wDatabase " wWEBNO55T. L
(FA.ALPHA. ,7TB.BETA. ,14B. ALPHA. ,14C
.BETA.J}-5,6,7A,7B,9,10,148 ,14C-0CT
AHYDRODIBENZO[C ,C " JCyvCLoBUTA[[L,2—-A
14 ,3-A"]DICYCLOHEPTEME-T , 8—DIOME

C:wDatabase " wWEBNO55T. L
AH-1-BENZOPYRAN—4 —ONE, 5,6,8-TRIHY
DROXY —2 — (4 —HYDROXYPHEMNYL) -7 —-METHOX
W— $ DEMETHYLTHYMUSIM
2-[3-(2,4-Dimethoxy—phenyl)-acrylo
wl1]l—6—methyl-—-pyran—-2,4—-dione $ 3-[
(ZED-3-(2,4-Dpimethoxyphenyl1)-2—-pro
penoyl] -—6-methy]l-2H-pyran—-2 ,4 {2H) -
dione #

C:wDatabase" " WBNOSST. L
AH-1-Benzopyran—4—one, 3,5,?—trﬁh¥
droxy -2 - (4 -hydroxy-3-methoxypham
- % Flavone, 3,47, ,?—tetraﬁydrox
w—2"—methoxy— % C.I. 75680 % Isorh
amnetin % Isorhamnetol % Quercetin

2" —mMethyl ether $ 2,4°,5,7-Tetrah
ydroxy-3" —methoxyf lavone % 3’ -mMeth
oxyquercetin % 2
(7A.ALPHA. ,7B. BETA. ,14B. ALPHA. ,14C
.BETA.J)-5,6,7A,76,9,10,148 ,14C—-0OCT
AHYDRODIBENZO[C,C  JCYCLOBUTA[L, 2—-A

C s hwDatrabase s Flawvor3. L
G2. 00 PENTACOSANE

59. 33 TETRACOSAMNE
15. 77 DODECAMNE

C:vwDatabase Flavor3. L
59. 33 TETRACOSANE
62,00 PENTACOSANE
20.19 TRIDECAMNE

C:wDatabase  WwWENOSST. L
CYCLODODECASILOXNANE , TETRACOSAMETH
L- % 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,
14,14 ,15,15,18,18,20,20,22,22,24,2
4 -—TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASTILOXA
NE # $ 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12
14,14 ,16,16,18,18,20,20,22.,22,24,
24 TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASILOX
ANE % 2,2,4,4,6,86

C:hwDatabase " WEBNOSST. L

TeLr acos ana $ N-TeLr acos ana
HEMACOSANE $ EINECS 211-124-1 % MN-—
HEXACOSANE $ NSC 122457
1-chloroeicosane % Eicosane, 1-—chl
oro— % l1-chloroicosane #

C:hwDatabase " WEBNOSST. L
1,4-METHANOAFULEMN-9-0L , DECAHYDRO-—
1,5,5,84-TETRAMETHYL—, [1rR-{1.aLPH
A L,3A_BETA., % 1,4-METHANOAFULEN-—9
—oL, DECAHYDRO-1,5,5,8A-TETRAMETHY
L—y, [1IR—{1l.AaLPHA. ,3A.BETA. 4. ALPHA
. L,BA_BETA. ,95%3]—- % 1 ,4-METHANOAFU
LEN-9-0L, DECAHYDRO-1,5,5,8A-TETRA
METHYL— ,

C s hwDatrabase  WEBNOS5SST. L

TETRACOSANE % AI3Z-52698 $ EIMNECS 2
11-474-5 $§ N-TETRACOSANE % NSC 298
TETRACOSAME % AIZ-52698 % EIMECS 2
11 -474-5 % N-TETRACOSAMNE % NSC 298
Tetracosane % n-Tetracosane

2019.M Fri Aug 09 08:18:19 2019

kiitiiphane taramasi sonuglari.

289

5073299

74546
190129
188169

107
110
103

492797

492667

493054

493107

492797

107
1171

-

1171
107
a8

11 21 a4

T4548G
69894

FT4ITD

10509

89555
S9558
74559

EVH numunesine ait GC-MS analizinden elde edilen

066564 -08-7

000646 -31 -1
999190-13-2
000693 -90-3

000629-99-2
000629-94 -7
000593 -45-3

OF1975-03-86

O9B8755-26-1

059144-91 -1

0004 80-19-3

O71975-02-6

Qo0ezZ29-99-2
Q00646 —-21L -1
000112 -40-32

Q00646 —-21L -1
QO0e29-99 -2
Q006e29-50-5

018919 -94 -3

QOoEe46—-21 -1
OO0ez0-01 -3

Q42217 -02-7F

000455 -24 -7

Qo046 —31 -1
oOoe46—-21 -1
Qoo0e4e—-21 -1

kromatogram

o4

38

38

53

53

Bmm
Hww

46

a5
90
Q0

ve
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Abundance

9500000

9000000

8500000

8000000

7500000

7000000

6500000

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000

TIC: 10.D\data.ms
23.957
26.363
28.156 32.253
(\ 30.384
24.407 2 1sa
19.825 (I\ J 33.6635.51137.35.036 42.040 45.998
13.613 Vo 'eas ma) ,A40.0; 42 6244.7276447,
500000 Ty 55,8 80205 2122 33'567%"&““'3“33'ezsegww 1077 M84a9.590
i ot P27 ) 2122 e 2
T T T T T T
15.00 20.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Time-->

[_GCGMS_SMTITIC: 10.D\data.ms

o 20 .00 25 00 50 .00 55 00

Library Search Report

Data Path
Data File
Acg On
operator
Sample
Misc

ALS wial

Search Libraries:

: D:inan dursunt 0708201 91T amea™,

C:hwDatabasehFamedb23 . L
C:hwDatabase " Flawvor 3. L
C:hwDatabase" " WBNOS5ST. L

“o oo 45 00

10. D
T oAug 2019 23:43 (#F1D3 7 oAaug 2019 23:30 (HF2D
10

- N ] Sample Multipldier: 1L

M mdmum Qualitc
M mum Qualditc

Unknowrn SpecTrum: Apex
INntegration Ewvents: ChemStation INntegrator — autointl. e
=] =3 RrRT A eats Library ID Raf# CasE Qua’l
1 13.613 0. 78 Cc:hwDatabase“wFlavor3. L
53. 54 DOCOSAMNE 109 000629-97 -0 &7
F-2IFT EICOSAME 105 000112-95-8 87
50.47 HENEICOSAME 110 000629-94-7 87
2 15_ 467 O.41 CihwDatabase W wWwEBNOSST. L
ETHYL {(ZED)-—Z-[2—{(DIETHOXYPHOSPHORY 5073299 066564 -08-7 532
LY 34— {DIMETHYLAMIMNO)PHENYL] -2 —-PROP
ENOATE # % 3—(4—-N,N—DIMETHYLAMINOP
HEMNYL) PROPENOIC ACTID, 22— (DIETHOXYFE
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHYL
ZED)—3I-[2— (DIETHOXYPHOSPHORYL) -4 — (D
IMETHYLAMINOIPHENYL | —2-PROPENOATE
Eicosane,
= 15. 719 0.12 Cc:rwDatabase W wWwEBNOSST. L
2,11 -DIMETHYL -NONACOSANE FO4 27 Q00000 -00-0 50
Eicosane, 9-—octyw] — S9—n-—octyleico 40562 013475779 47
sane D—OCcty i cosane #
1 16 231 1.77 C:rwDatabasewrFamedb23 . L
C A2 s 000111 -82-0 95
A5 O 10 O007F132-64-1 28
Lo I SR o 12 O000l112-29-0 22
S 17.533 2.01L Cc:wDatabase Flavor3.L
40,40 OCTADECAMNE 1023 000593 -45-2 90
.23 EICOSANE 105 0001L1Z2-95—-8 8O
50.47 HEMEICOSAMNE 110 000629-94 -7 80O

290



Ek Sekil 79. devamm

a 18. 205 1. 321 C:“"Database " wWwB8NOSST. L
PEMTADECANE % BRN 1698194 % CH3{CH 67194 000629-62-9
231 3ICH3 $ EIMECS 211 -098-1 % HSDB
5729 $ M-PENTADECANE % NSC 172781
Heptacosane % n-Heptacosane 4839 000593 -49-7
PENTACOSANE $ AIZ-30478 % EINECS 2 59708 000629-99-2
11-122—-6 % M-PENTACOSAME % MNSC 158

aas3

7 19. 827 5.22 C:wDatabase Famedb2z23_.L
< A4:0 8 000124 -10-7
< ALZ:0 7 OO0V IF1L-BE8-0
< A1 0 5 00ALF7FF1-EB6&6-—-8

8 21.9329 0. 55 C:wDatabase " wWENOSST. L
TETRATRIACONTANE $ AIZ-326492 % EIN 7TO648 014167 -59-0
ECS 238-013-0 % N-TETRATRIACONTAMNE
% NSC 2998

Pentadecane $ n-Pentadecans $ CH3( F3159 000629-62-9
CH2)313CHS

Henelicosane $ n-Henedicosane $ Hemnd F4197 000529-94 -7
cosane #

9 22.414 0.73 C:wDatabase Flawvor3.L

50,47 HEMEICOSAMNE 110 000629-94 -7
62. 00 PENTACOSAMNE 107 000629-99-2
47 .33 EICOSANE 105 000112-95-8

10 22.7a63 2.48 C:hwDatabase WwWwBNOSST. L
BENZALDEHYDE, 32,4-DIMETHYL- % 2,4- 273654 005973-71-7
DIMETHYLBENZALDEHYDE % EIMECS 227 -
FFo-2
Benzaldehyde, 2 ,4-dimethyl- % 2,4- 275014 005972-71-7
Dimethylbenzaldehyde

11 22.959 23.52 Cc:“wDatabase“Famedb23.L
16:0

L 12 000112-39-0
< 14:0 & 000124 -10-7
< 15:0 10 007F132-54-1

12 24 .405 3.82 C:wDatabase"WENOSST. L
5—NITRO-DIHYDRO-SILAAFAANTHROME
5,5—DIMETHYL-7-MNITRO[1]JEENZOSILINO
[Z2,2—CIPYRIDIN-1O{5H)-ONE # % 5,5—
DIMETHYL-7-NITRO[1]JBEENZOSILINO[L3,2
—C]PYRIDIN-1O{5H)-ONE % 5,5-DIMETH
WL—F—NITRO[1I]BENZOSILINO[Z,2-C]PYR
IDIN-10{5H) —ONE (COMPUTER-GEMNERATE
D MAMED) % 5-NITRO-10,10-DIMETHYL-9
,10-DIHYDRO-10-SIT

12 25.a630 0.25 C:wDatabase " WEBNOSST. L
HEPTADECANE % AIZ-36898 % BRN 1738 25969 000629-78-7 B4
BE98 % EINECS 211-108-4 % HEPTADECA
N % N—HEPTADECANE % NORMAL-HEPTADE
CANE % NSC 172782
PENTADECANE % BRN 1698194 % CH3(CH 67194 000629-62-9 52
2)13CH3 % EIMECS 211-098-1 % HSDB
5729 $§ M-PENTADECAMNE % NSC 172781

930 000000 -00—-0
929 099506-323-9

HEXATRIACONTAME $ AI3Z-52389 % EIME FOF50 000620-06-8 50
€5 211-127-8 $ N-HEXATRIACOMNTANE %
NOR-—HEXATRIACONTAMNE % NSC 4075326
14 26. 007 0. 23 Cc:woatabase Famedb23.L
C A7 :0 14 001731 -92-6& 94
C 16:0 12 000112-29-0 25
C 15:0 10 007132-64-1 25

15 26.262 11.10 C:HDatabase\WBNDSST.L

Phenol, A4—-bis{1,1- d1methy1ethy1} 3IB3370 000096-76—-4 98
- % PhenoT 2.4 -di-tert— butyl- %

,4-Di-tert- buty1phen01 5 2,4-di t—

Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter

T-butylbenzene $ Antioxidant No. 3

2 % Prodox 146 % Prodox 146A-85x %

2,4-Bis(1 ,.1-dimethylethyllphenaol

Phenol, 2,4-bis(l,l-dimethy ethyT) 383416 000096-76—4 95
- % Phenol, 2,2 di-tert— butyl- %

,4—Dﬁ—tert—buty1phen01 5 2,4-di t—

Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter

t-butylbenzene $ Antioxidant No. 2

2 % Prodox 146 $ Prodox 146A-85x %
2,4-Bis{1,1-dimethylethyll)phenol

1a 27.5a69 0. 82 C:wDatabase“ " wWBNOS5ST. L

PHENOL , BIS{1,l1-DIMETHYLETHYL)— % 282347 026746-328-32 78

DI-TERT-BUTYLPHENOL % PHENOL, DI-T

ERT-BUTYL—

DECAME, 2-METHY¥L- % 2-METHYLDECAME 21359 006975-98-0 64
$ 2-METHYL-DECANE $ DECANE, 2-MET

HyYL- (8CI){9CI) % EIMECS 230-236-1
% N-CBHL7CH{CH2)2 % MNSC 20567

17 28.159 8. 80 C:“woDatabase“ Famedb23.L

C 18:0 1se 000112-61-8 99
C 14:0 & Q000124-10-7 93
C 16:0 12 000112-39-0 64

291
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18

19

20

21

22

23

24

25

26

28

28. 880

29.131

30. 384

30. 980

32.256

33.182

22.6632

34,2471

35.511

26. 264

27.045

2.

1.

4.

0.

o.

0.

o.

o.

1.

1.

o.

91 C:wDatabase“ Famedb23.L
C 18:1{cis - 9) (omega 9)
C 18:1 {(trans - 93 {(omega 9)
C 15:1 {cis -— o)

62 C:“wDatabase " WBNOSST. L

ETHYL (2E)-2-[2-(DIETHOXYPHOSPHORY
L) —4—{DIMETHYLAMIMNOJIPHENYL]-2-FPROP
ENOATE # % 3—-(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJPROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)})-, ETHYL ESTER % ETHYL (
2E)-3-[2-(DIETHOXY¥PHOSPHORYL)}-4-{D
IMETHYLAMIMNO)IPHENYL] -2-PROPENOATE

B-AFA-5,7,12,14-TETRATHIAPENTACENE
BENZOIC ACID, 2,6-BIS{TRIMETHYLSIL

38 C:“woDatabase'Famedb23.L

Ly %8:2 {(trans,trans - 9,12} (omega
5]

C 18:2 (cis,cis -

9,12) (omega &)
C 20:2 {cis -

11,143 (omega &)

11 C:“woDatabase " WBNOSST. L
1-OCTADECENE % OCTADEC-1-EME % . AL
PHA. —-OCTADECENE % AIZ-06521 % ALPH
A-OCTADECENE % EIMECS 204-012-9 %
NEODEME 18 % MNSC 66460 % OCTADECEM
E-1 % OCTADECYLEMNE .ALFPHA.- % OCTA
DECYLENE ALPHA— $ OCTADECYLENE,

24 C:“wDatabase“Famedb22.L
C 18:2 (alpha) (all cis -
{omega 2
C 20:2 (cis-11,14,17) (omega 3D
C 20:3 (cis - §,11,14) (omega &)

9,12,15)

17 C:“wDatabase " WBNOSST. L
Heneicosane n-Heneicosane % Heni
cosane #
HENEICOSANE % HENICOSAME % HEMNICOS
AMNE # % ATIZ2-26479 % EINECS 211-118
-9 % HENICOSANE (COMPUTER-GEMERATE
D MAMED) % N-HEMEICOSAME
Heptadecana, 3I-methyl- % I-methylh
eptadecane
a0 C:wDatabase“ W WwEBNOSST. L
ETHYL (2E)-2-[2—-{(DIETHOXYPHOSPHORY
L)—4 - {DIMETHYLAMINOJIPHENYL]-2-PROP
ENOATE # % 3-(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENY¥LJIPROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHwYL (
2E)-3-[2—-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4—- (D
IMETHYLAMINOIPHENYL]—-2-PROFPENOATE
Cyclononasiloxane, octadecamethy] -
% octadeamethy]-cyclononasiloxane
$ 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,14,
14,16,16,18,18-0ctadecamethylcyclo
nonasiloxane #

25 C:hwDatabase " wBNOSST. L
Hexadecane, 7,9-dimethyl- %
methylhexadecane

7L,9-Di

CURAMN, 1-ACETY¥L-16,17,19,20-TETRAD
EHYDRO- % (19Z)-1-ACETYLCURA-16,19
-DIEN # % (19Z)-1-ACETYLCURA-16,19
—-DIEM

16 C:“Database " wEBNO55T. L
METHYL ESTER OF 32-{(3,5-DI-TERT-BUT
WL —4 -—HYDROXYPHENYL) -PROPIONIC ACID
% METHYL-2-{(32,5-DITERTBUTYL-4—-HYD
ROXYPHEMYL) PROPIOMATE
Benzenepropanoic acid, 3,5-bis({1,1
—dﬁmethy1ethﬁT)—4—hydroxy—, methy]
ester % Met 1 2-{(2,5-di-tert-but
y1—4—hydroxypﬁeny1) ropionate % Me
Thyl 3-(3,5-ditert—-buty]l-4-hydroxy
phenylJpropanoate #
1,2,2,4-TETRAHYDRO-1,1,4,4,56-PENTA
METHYL-5,7 —DINITROMNAPHTHALEME

72 C:hwDatabaseFamedb23. L
c 22:0
C 1a:0
C 14:0
75 C:hwDatabaseZFlavor3. L
59. 33 TETRACOSANE
56.48 TRICOSANE
43,92 NONADECANE
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18
17
11

507399

507397
110760
19
20
25

28102

22
29
74197
68992

000112 -62-9
001937 -62-8
0901l76-52-6

066564 -08-7

Q00000 -00-0
003782-85-2
QD2566-97 -4
000112-62-0
002463-02-7

Q00112-88-9

000201 -00-8
O55682-8E-7
0017y 83-84-3
QD029 -94 -7
0006829-94 -7

99
a2

f-2e]

59
46
99

29
91

a9
20
38
95
o4

73718 006418-44-6 93

507399

116543

73703

28461

469837

470255

4690828

20
12

111
108
104

O6a564-08-7

000556-71-8

021164-95-4

056052-16-8

Q00000 -00-0

006386-38-5

QOO000-00-0

Q0092977 -1
000112-39-0
000124-10-7

Q00646 -31 -1
Q00638-67-5
000629-92-5

90

54

35
35

a9

a5

82

a6
25
92

90
72



Ek Sekil 79. devamm

28

29

20

=

32

=

33

34

35

36

37

37.045

37.949

28.138

3E.492

28.933

40.072

40,072

471 .451

42,040

42,492

42,629

0.75 C:wDatabase Flavor3.L
59. 33 TETRACOSAME
56.48 TRICOSANE
43,92 NOMADECAMNE

0.93 C:wDatabase"WENOSST. L
ETHYL {(2E)-Z-[2-{DIETHOX¥PHOSPHORY
L)—4—{DIMETHYLAMIMNOJIPHENYL]—-2-PROP
ENOATE # % 2—(4-N,N—DIMETHYLAMINOP
HEMNYLJ)PROPENOIC ACID, 2—{DIETHOXYP
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHwYL
2E)—Z-[2—{(DIETHOX¥PHOSPHORYL) -4 —-{D
IMETHYLAMIMNOIPHENYL]-2—PROPENOATE
Cyclononasiloxane, octadecamethy]—
% octadeamethy]l-cyclononasiloxane
% 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,14,
14 .,16,16,18,18-0octadecamethywlcywclo
nonasiloxane #
CYCLODODECASILOMANE, TETRACOSAMETH

0. 323 C:wDatabase Flavor3.L
59. 323 TETRACOSAMNE
62. 00 PENTACOSAME
53. 54 DOCOSANE

0.23 C:wDatabase Flavor3.L
62. 00 PENTACOSAME
Fo. 74 HEPTADECANE
56.48 TRICOSANE

2.35 C:wDatabase"wWENOSST. L
g-octadecenamide, (Z)- % adogen 7
% Oleamide % Oleic acid amide % oO
Teyl amide % sSlip-eze % Armoslip C
P % Crodamide © % Crodamide or % a
mide 0 $ Diamide o 200 % Dpiamit O
200 % (Z)-9-octadecenamide $ aAliph
atic amide % aAarmid o $ cis-9,10-0cC
tadecenoamide % C
G-OCTADECENAMIDE % OELSAEUREAMID

2.27 C:wDatabase Flavor3. L
G2. 00 PENTACOSAME
59. 323 TETRACOSANE
56.48 TRICOSANE

2.27 Cc:“Database Flavor3.L
652.00 PENTACOSAMNE
59. 33 TETRACOSAMNE
56.48 TRICOSANE

0.46 C:“Database " W8B8NO55T.L
Heptacosane, l-chloro- % 1-chloroh
epracosane #

TRICOSANE % ATI3-35917 % EINECS 211
-347-4 % N-TRICOSANE % NSC 78487
HEXACOSANE % EIMECS 211-124-1 % M-
HEXACOSAME $ NSC 122457

0.77 Cc:wDatabase wBNO55T.L

ETHYL (ZE)-32-[2-{(DIETHOX¥PHOSPHORY
L)=4 = {DIMETHYLAMINO)}PHENYL]-2-PROP
ENOATE # % 3-{4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJIPROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)-, ETHYL ESTER $ ETHYL
2E)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4—{D
IMETHYLAMINOJIPHENYL] -2-PROPEMOATE

0. 34 Cc:hwDatabase " WBNOSST. L
LUP-20(29)-EN-3-0ONE, G6-HYDROXY-, C
YCLIC 1,2-ETHANEDIYL ACETAL, (6.BE
TA.J)- % 3,3-ETHYLEMEDIOXY-6.BETA. —
HYDROXYLUP-20(29)-ENE $ SPIRO[9H-C
YCLOPENTA[A]JCHRYSENE-9,2 " -[1,3]DIO
XOLANE], LUP-20(2Z9)-EN-2-ONE DERIWV
acetic acid, 1,3,3-trimethy]l-4-oxo
—G-oxabicyclo[3.1. 0]hex-2-y]1 ester
1,3,3-TRIMETHYL-4-0OX0-6-0XABITCYCLO
[3.1.0]HEX-2-¥L ACETATE

0.45 C:hwDatabase " WBNOSST. L
CYCLODODECASILOMANE, TETRACOSAMETH
YL- % 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,
14,14 ,16,16,18,18,20,20,22,22,24,2
4 -—TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASILOXA
ME # % 2,2,4,4,6,6,8,58,10,10,12,12
,14,14,18,19,18,18,20,20,22,22,24,
24 -TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASTLOX
ANE § 2,2,4,4,6,6
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-

$ Ooctadeamethyl-cyclononasiloxane

$ 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,14,
14,16,16,18,18-0ctadecamethylcyclo
nonasiloxane #

293

111
108
104

507299

116543

113164

111
107
109

107
102
108

B3152

B1la70

107
111
108

107
1131
108

75001
89376
09894

507299

189862

35622

23890

113164

116543

Oo0646—-31L -1
00063 8-67 -5
0006e29-92-5

OGe564 0B -7

000556-71-8

01E8919-94 -3

000646 —-31 -1
000629-99-2
0006e29-97 -0

000629-99-2
000629 -78-7
000683 E8-67 -5

000301 -02-0

999081-67 -2

000829 -99 -2
0006d46—-31 -1
000683 E8-67 -5

000629-99-2
000646-31-1
000638-67-5

062016-79-9
0006e38-67-5
000830-01-3

066564 -08-7

999035-62-4
999023-89-2

018919-94-3

000556-71-8

a4

58

30

o4
[=10]

98

93
83

90
B9
B9

64

B1

46

46
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38 44.541 2.10 C:“Database“Flavor2.L

G2, 00 PENTACOSAMNE 107 OO0E29-99-2 95

59. 22 TETRACOSAMNE 111 000646—-21-1 96

56.48 TRICOSAMNE 108 Q00063 EB-G7-5 45
39 44 752 2.04 C:wDatabase“Flavor3.L

59. 22 TETRACOSAMNE 111 000646—-21-1 96

682,00 PENTACOSAMNE 107 Q0006e29-99-2 95

56.48 TRICOSAMNE 108 00062E-67-5 50

40 46, 000 O.70 C:“Database " wWEBNOSST. L
ETHYL (2E)}-3-[2—-(DIETHOXYPHOSPHORY 5073299 066564-08-7 90
L) -4 — {DIMETHYLAMIMO)IPHEMYL]-2—-PROP
EMNOATE # % 2—(4-N,N-DIMETHYLAMIMNOP
HENYLJIPROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)Y—-, ETHYL ESTER % ETHYL
2E)-3-[2-(DIETHOX¥PHOSPHORYL)-4- (D
IMETHYLAMIMNOIPHENYL] -2-PROPENOATE
PENTASILOXAMNE ,

471 46. 337 0.10 C:“Database"wWBNOSST. L
Tricosane % n-Tricosane 74446 000628-67-5 95
TETRACOSANE % AI3Z-52698 % EIMECS 2 69558 000646-21-1
11-474-5 % N-TETRACOSANE % NSC 298
Tetracosanse $ n-Tetracosane 74559 0006846 -31-1

42 46. 589 0.42 Cc:“Database"WEBNOSST. L
Tetracosane $ n-Tetracosane 74559 000646-31-1 90
TETRACOSANE % AIZ-52698 % EIMNECS 2 69558 000646-21-1 90
11 -474-5 % N-TETRACOSANE % NSC 298
2,5 DIMETHYL 4 METHOX¥PHENOL 292052 000000-00-—0 89

43 47 . 533 1.10 C:“Database Flavor3. L
22.85 LONGIBORNEOL (=JUMIPEROLY
22. 320 PERSILPHIPERFOLAMN-8-0OL
30,21 LIGULOXIDE

000465-24-7 84
080931 -08-4 30
021764-22-7 25

Hop
NGO
w=lun
WHwW

40 4G, 000 0.70 C:wDatabase " WwBNO55T. L
ETHYL (2ZEJ)-2-[2—-{(DIETHOXYPHOSPHORY 5073299 066564-08-7 90
L)Y—4 - {DIMETHYLAMINO)}PHENYL]-2—-PROP
ENOATE # $ 22— (4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJPROPENOIC ACID, 2—{DIETHOXYP
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHYL
2E)—2-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL} -4 - {D
IMETHYLAMINOIPHENYL ] -2—-PROPEMOATE
PENTASILOMANE ,

41 46. 337 0.10 Cc:“Database  WwWBNO5ST.L
Tricosane $ n-Tricosane F4446 0006368—-67-5 95
TETRACOSANE % AIZ-52698 % EINECS 2 595568 000646-31-1 95
11 -474-5 $ N-TETRACOSANE % NSC 298
Tetracosane $ n—Tetracosane 74559 000846-21-1 95

42 46. 589 0.42 C:ZwDatabase“ W WwWBNO5SST. L
Tetracosane $ n—Tetracosane 74559 000846 —-21-1 90
TETRACOSANE % AIZ-52698 % EINECS 2 59558 000646—-31-1 90
11 -474-5 % N-TETRACOSAME % MNSC 298

2,5 -DIMETHYL -4 -METHOXYPHEMNOL 92052 000000 —-00-0 B9
43 A7 . 5332 1.10 Cc:wDatabase Flavor3.L

22.E85 LOMNGIBORMEOL {=JUNIPEROLD} 1055 000465 -24-7 B4

F2. 320 PERSILPHIFPERFOLAMN-BE—-OL 871 0809321 -08-4 20

0. 21 LIGULOXIDE 1253 021764 -22-7 25

44 47 980 0. 58 C:wDatabase " WEBENOSST. L
2,5-—DIMETHYL -4 -METHOXYPHEMNOL
1-HYDROXY -2 ,2,5,5—TETRAMETHYL -2 ,5— 2
DIHYDRO-1H-IMIDAFOLE —4 —CARBALDEHYD
E O-—-METHYLOXIME # % 1-HYDROXY-2,62,
5,5-TETRAMETHYL-2 ,5-DIHYDRO-1H—IMI
DAFOLE -4 —CARBAL DEHYDE O-METHYLOXIM
E $ 4-METHOXYIMIMOMETHYL-2,2,5,5-T
ETRAMETHYL —3—-IMIDAFOLIMNE—1-OXILE %

4 —ME THOX Y IMINOME

QOO0 O0-00-0 95
07024 5-89-0 o4

45 48,718 0.49 C:“wDatabase " WBNOS5SST. L
2, 5-DIMETHYL -4 -METHOXYPHEMNOL 930532 000000 —-00-0 95
d4—methoxyiminomechyl1-2,2,5,5—tetra 287907 070345-89-0 48
methyl-2-—imidazoline-1-oxyl $ 1-Hw
droxy—2,2,.5,.5-Ttetramethy]l -2, 5-d1hy
dro-lH-imidazole—-4—-carbaldehyde o-
methyloxime #

FAaME 2019.mM Fri Aauwug 09 08:27:51 2019

Ek Sekil 79: EVL numunesine ait GC-MS analizinden elde edilen kromatogram ve
kiitiiphane taramasi1 sonuglari.
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Abundance

9500000
9000000
8500000

8000000

devami

TIC: 4a.D\data.ms

7500000 32.276
7000000
6500000
6000000
5500000 23.920
5000000
4500000
4000000
3500000
26.359
3000000
2500000 28.152
2000000 4 na- —— -
adie oaa
1500000 30.383
1000000 38. -
120.442,55 117 W7 229,174 32 ~,n305555026»37- 48449.630
500000 11\5ﬁ6‘1'&r4\\02ﬂ/ 22 a6y " 225.927.543/\ 331.6353.94 7537208
1500 2000 2500 3000 3500 4oloo 4sloo
Time-->
Abundance
[ GCMS_SMT]TIC: 4.D\ data.ms
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
o T T T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Time-->=
Library Search Report
Data FPath : D:nwhimnan dursun™OF082 0710 91T ame™,
Data File : a4.D
SAcg On = FoAug 2019 1IE 18 1D ; FoAaug 2019 1805 2D
Operator H
Sample 4
M&a s < H
ALs wial B Sample Multipliaer: 1L
Search Libraries:  rwDatabase s Famedb23 0 L M i mum Qual i Ty f={w]
CrwDatabase . Flavor 2. L MArrdmum Quald oy E=w]
CrhwDatabase " WEMNOSST . L ]
Unknown Specitrom: Apex
INntegracion Ewvents: ChemStation Integrator — auwtointl. e
P ko RT PN == Library " ID RaeT # Co S Qual
1 15. 545 o. 02 CrhwDatabaseFlawvor3. L
47 .22 EICOSANE 105 O00LlL1lZ2-95-8 97
40, 40 OCTADECAMNE 10Z2 0005392 -45-2 95
SO.47 HENEICOSAMNE 110 O00s29-94 -7 BT
2 17.61=2 1.01 <:wDatabasenwrFlawvor2. L
40 40 OCTADECASMNE 102 O00592 A5 -3 87
52. 54 DOCOSAMNE 109 oO00&e29-97 -0 87
S50. 47 HEMNEICOSAMNE 110 O00seZ29-94 -7 8&
= 18. 403 0. 62 Cc:wDarabase "\ wWwEBMNOSST. L
PEMNTACOSANE $ AT -—2H5A47TE8 $ EINECS 2 SO970O8 O00s29-99 -2 81
L1 -—A22T—6 F MN-PENTACOSANE S MNSC 158
S63
Pentacosane $ n—Pentacosane F4&657 O000&29—99-2 81
Heprtadecans, 9-—octyl-—- % S9-—octylhep Fa4G644 O0OF225-64-—-1 81
Tadecane #
1 19. 833 1. 02 Cc:woatrtabasewrFamedb23 . L
L 8 000124 -10-—-7 98
C A5 0O 10 O0F1L3IZ—64—-1 53
C As 0 12 oO00112—39—-—0 50
5 20. 4940 2.43 CrhwDatabase™ WEBNMOSST. L
2.3—Dimethyl-—undec—1 —aen—3—o’ 145966 9991 45— 96—9 G2
000816 —45—5 G4

2 —PYRROLIDIMOMNE T BUTAMNOIC ACTD,
—AMT NO — T PYRROLIDIMN-—2-OMNE AP
OBUTYRIC ACTD LACTAM T —AMIMNOBUT YR
IC  LAaAacCT.Aam —AMIMNOBUT YROLACT.AM %

B UT Y RO L ASCT.AM T —PYRROLIDIMOME T —P
YRROLIDOMNE T —TETRAHYDROPYRROLOME
%+ -ALPHA. —PYRROLIDINONE %+ - ALPHA.L
PYRROLIDONE %+ - GA

A4 A1AFIE2SE
—_ g )
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e 22.4a0

8 22.118

a 22.919

10 24 . 7a0

11 25. 647

12 25. 979

1= 26. 256

14 27 .5471

15 2B_.153

.

18.

.

.

a.

11 C:“wpDatabase“ " Flavor3. L
47.33 EICOSANE
43,92 MNOMADECAME
62. 00 PENTACOSAMNE

60 C:wDartabase  wEBNMOSST. L
Benzaldehyde, 2.4-dimethyl- $ 2,4-
Dimethylbenzaldehyde $ 2,.4-Dimethy
Tbenzenecarboxaldebhyde
Benzaldehyde, 2,5-dimethyl- % 2,5-—
Dimethylbenzaldehyde #

78 C:wDatabase W WENMOSST. L
2, 4-—pimethyldodecane
1-ETHOXY—1—UMNDECEMNE $ 1-UNDECEME,
1-ETHOXY— % ETHYL 1-UNMDECENYL ETHE
HEXAME, 2,2,5—-TRIMETHYL— % 2,3,5-T
RIMETHYLHEXANE % EIMECS 212-957-6

327 C: \DatabaseXFamedbzs L
&:0
(o]

[
[
C Lo}

14:
15:
6l C:wDatabase " wBNOSST. L
9-—HEMADECENOIC ACID, METHYL ESTER,
{Z)— % METHYL ({(9Z)-9-HEXMADECEMNOAT
E # % AIZ2-26450 % EINECS 214-303-2
% METHYL (9Z)-9-HEXADECEMNOATE % ™
ETHYL (97 J—-9-HEXADECEMOATE {(COMPUT
ER-GENERATED MNAMED) % METHYL (Z)-HE
HMADEC—9—ENOATE % METHYL 9-HEXADECE
NOATE % METHYL PA
D9-—HEMADECENOIC ACID, METHYL ESTER,
{Z)— % METHYL ({(9Z)-9-HEXMADECEMNOAT
E # % AIZ2-26450 % EINECS 214-303-2
% METHYL (9Z)-9-HEXADECEMNOATE % ™
ETHYL (97 J—-9-HEXADECEMOATE {(COMPUT
ER-GENERATED MNAMED) % METHYL (Z)-HE
HMADEC—9—ENOATE % METHYL 9-HEXADECE
NOATE % METHYL PA
D9-—HEMADECENOIC ACID, METHYL ESTER,
{Z)— % METHYL ({(9Z)-9-HEXMADECEMNOAT
E # % AIZ2-26450 % EINECS 214-303-2
% METHYL (9Z)-9-HEXADECEMNOATE % ™
ETHYL (97 J—-9-HEXADECEMOATE {(COMPUT
ER-GENERATED MNAMED) % METHYL (Z)-HE
HMADEC—9—ENOATE % METHYL 9-HEXADECE
NOATE % METHYL PA

10 C:hwDatabase W WwWENDOSST. L
DECANME, Z2Z-METHYL—- % Z2Z-METHYLDECANE
$ Z-METHYL-DECANE % DECANE, 2—-MET
HYL—- {(8CI){9CI) $ EINECS 230-236-1
$ N-CEBHL7FCH{CH3)2 % MNSC 205867
Decane, Z2-methyl- % 2-Methyldecane

07 C:hwDatabase'sFamedb23. L
17

26 C:'wDatabase " WwWEBNOSST. L
PHENOL , 2,4-BT5{(1 ,1-DIMETHYLETHYLD
- % 2,4-DITERT-BUTYLPHENOL % 1-HYD
ROXY—-2, 4-DI-TERT-BUTYLBENZENE % 1
—HYDROXY -2 ,4-DI-TERT-BUTYLBENZENE
% 2,4 DI-TERT-BUTYLPHENOL % 2,4-BI
S{1,1-DIMETHYLETHYLJ}PHENOL % 2,4-B
IS{(TERT-BUTYL)-PHENOL % 2,4-BIS{TE
RT-BUTYLJIPHENOL %
rhenol, 2,4-bis{l,l-— d1methy1ethy1)
- % Phen01 2,4 di-tert- butyl- %
,d-Di-Ttert-— buty1phen01 5 2,4- d1—t—
Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
t-butylbenzene % Aantioxidant No. 2
2 % Prodox 146 % Prodox 146A-85x %
2, 4-Bis{1l.,1l-dimethylethyllphenol
PHENOL , 2,4-BIS{l,1-DIMETHYLETHYLD)
- % 2,.4-DITERT-BUTYLPHENOL % 1-HYD
ROXY—2, 4-DI-TERT-BUTYLBENZENE % 1
—HYDROXY -2 ,4-DI-TERT-BUTYLBENZENE
% 2,4 DI-TERT-BUTYLFPHEMNOL % 2 ,4-BI
S{1L,1-DIMETHYLETHYLJPHENOL % 2,4-B
IS{TERT-BUTYLJI—PHENOL % 2,4-BIS{TE
RT-BUTYLJIPHENOL %

0,40 C:hwDatabase " WwENOSST. L

g
-

PHENOL, BIS{1l,l1-DIMETHYLETHYL)— %
DI-TERT-BUTYLPHENOL % PHEMNOL, DI-T
ERT-BUTYL—

HEPTADECAMNE $ ATZ-36898 % BRMN 1738
B98 $ EINECS 211-108-4 5% HEPTADECA
N % N-HEPTADECANE % NORMAL -HEPTADE
CAaME $ MNSC 172782

3?2 C:wDatabase Famedb23. L
< 1E:O
< 14 :0
C 1&5:0

296

105
104
107

275013

275001

25613
144629

19733

12
10

56151

56152

56149

21358

24153

14
A
23

I82338

FE3416

FBE232329

382347

25970

1
1z

Q00112 -95-8
Q00&29-92 -5
000829 -99-2

015764 -16-6

Q05779 -95 -3

006117 —99 -3
999144 -63-2

Q01069 -53-0

Qo001L12-29-0
000124 -1 0-7
QOF1L3Z2-64-1

001120-25-8

001120-25-8

001120-25-8

Q06897 5-98-0

Q00897 5-98-0

Q01731 -92-46
oo00110-42-9
001120-28-1

O0009ae-76—-4

Q0009 e-7F5—4

Q0009 e-7F5—4

026746-38-3

000629 -78-7

QO01L12-61 -8
Q00124 -10-7
Q00112 -329-0

90
BO

83

55

o8
58

B9

Ba

B84

30

20

8o
1a

o5

=1

=¥

90



Ek Sekil 80. devam

23

24

25

26

27

- 874

29,

J0O. 84

20

31.632

2.

543

33.709

34. 241

33. 500

36. 301

37.680

1.

1a.

.

0.

0.

1.

0

31 C:wpatabasenFamedb23 . L
C 18:1{cis — 92 {omega 92
< 18:1 {trans — 92 {omega 92
C 16:1 {cis — 9)

69 C:hwDatabase™WENOSST. L

ETHYL (2EJ - 2-[2 {DIETHOXYPHOSPHORY
LY 4 {DIMETHYLAMINOIPHENYL ] -2 - PROP
ENOATE # % 2 (4-MN,N DIMETHYLAMINOP
HEMNYLIPROPEMNOIC ACID, 2 {(DIETHOXYP
HOSPHIMYL)Y -, ETHYL ESTER % ETHYL (
2E)—2— [2—(DIETHOXYPHOSPHORYL}—4— {D
IMETHYLAMINOIPHEMYL ] —2—FPROPENOATE

E—AZA—5,7 .12, 14 -TETRATHIAPENTACEMNE

11 Cc:wDpatabasewrFamedb23I. L
C 18:2 {(Ttrans,Ttrans — 9,12 J{omsega
(=]

>
C 18:2 {cis,cis -—

i d | (omega (=]
o 20:2 {cis — (=]

11, 14} {omega

11 C:ZDatrabase " WwWBMOSST. L
Sulfurous acid, butyl
Ter
1-Docosanea
1-DOCOSEME $ AI3I-—3IS5497
5—490-6 % MNSC 78486

Is C:rnwDarabase "\ WwWEBNOSST. L
IRON IODIDE COMPLEX I
{4B=, SRS, 10" As)—4 4., 10,10 " a— TETRA
HYDRO—1 " ,6— DIHYDROXY 1,2 ,4a8,7
10" A—HEXAMETHYL —2° ,7 —BIS{2— PROPENY
L-SPIRO[3H, 9H— EHEMAMTHRE NE — 9,57 (5"
H) — PHENANTHRO{l 10-BCIFURANTZ2® ,3,5
.8,9" _PENTOMNE % DIMER OF COLEOM F

octadecy1 es

$ EINECS 21

81 C:wDatabasewrFamedb2z2. L
< 1

8:2 {(alpha)» (a1l cis - 9,112,152
{omega 2D

C 20:3 {{cis—11 .14 ,17 (Gmega =]
C AE:Z {gamma) (aTT Ccis — s e ]
Comega 6?

14 Cc:wpDatabase " wENOSST. L
OCTADECAMNE ALIZI-—06523 % CCRIS G811
¥ EINECS Z09-790-3 £ MN-OCTADECAMNE

T MNSC 4201 % OCTADECAM
DOCOSANE, 11-DECYL— % 11 DECYLDOCO
SANE % 11 -DECYLDOCOSANE # % 11 -DEC

26 C:“Database " WBNO5ST. L
ETHYL (2E)-3-[2-(DIETHOX¥PHOSPHORY
LY=4-{DIMETHYLAMINO)IPHENYL] -2-PROP
ENOATE # % 3-(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJPROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHIMYL)-, ETHYL ESTER % ETHYL
2E)-2-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL)-4-{D
IMETHYLAMINOIPHENYL] -2-PROPENOATE
Cyclononasiloxane, octadecamethyl-
$ octadeamethyl-cyclononasiloxane
$ 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,14,
14 ,16,16,18,18-0ctadecamethylcyclo
nonasiloxane #

16 C:“Database "\ wBNOSST. L
2-HEXEN-1-0L, 2-ETHYL- % (2E)-2-ET
HYL-2-HEXEN-1-0L # % (2E)-2-ETHYL-
2-HEXEMN-1-0L % Z2-ETHYL-2-HEXEN-1-0
L % 2-ETHYLHEX-2-ENOL % EINECS 256
-675-9

81 C:“Database " WSNO55T.L
METHYL ESTER OF 3-(3,5-DI-TERT-BUT
YL -4 -HYDROXYPHENYL)-PROPIONIC ACID
$ METHYL-3-{3,5-DITERTBUTYL—-4-HYD
ROXYPHENYL) PROPIONATE
BEenzenepropanocic acid, 3,5-bis(1,1
methyl

—d1methy1€th 1) -4 -hydroxy—,
Eﬁj 3-(3,5-di-tert-but

$ste; 3 Met 2§ 5
w1 -4 -hydroxypheny ropﬁonaxe Me
thyl 3-(2,5-ditert- Euty1—4—hydr0xy

phenyl)propanocate #

86 C:“Database“Famedb23.L
C 22:0
C 13:0
C 10:0

.21 C:“wDatabase \WBNOSST. L

Tetracosane $ Nn-Tetracosanea
TETRACOSANE % AIZ-52698 % EINECS 2
11-474-5 % N-TETRACOSANE % NSC 298
TRICOSANME $ AT3-35917 $ EIMNECS 211
-347-4 § N-TRICOSANE % NSC 78487

297

507299

29
21

GELS5F

FO508

507399

116543

64698

469837

470255

74559
69558

69376

Q001L12-52-9
Q01937 -62—-8
O01120-25—-8

D668 564 -—08—-7

OO0000—00—0
DO2566—-97 —4
OoO011LZ2—-a3 -0
002462 -02 -7
D907 4 -—B8 -1

D01 599 57 -2
001599 —-57 -3

DOOZ201L —00—8

O55682-88-7
00287 6&6—41 -7

00593 —45—-3

055401 -55—32

066564 -08-7

000556-71-8

0530639-00-4

000000-00-0

006386-38-5

000929-77 -
001731-88-0
000110-42-9

000646-31-1
000646-31-1

000638-67-5

p=1=
49

5=

38

j=1=]

=1~
f=1a )

42
42

10
10

a8

91

35

99

a5
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28

29

20

31

32

33

34

35

36

38

37.995

IE.922

29. 528

40,049

40.495

40. 798

41 .434

42,092

42,486

42 76l

44 . 890

0.53 C:"Database " WwWEBNOSST. L

ETHYL (2E)-2-[2-(DIETHOXYPHOSPHORY
LY—4 - {DIMETHYLAMIMNOJIPHENYL ] -2-PROP
EMOATE # % 3-(4-N,N-DIMETHYLAMIMNOP
HENYLJ)PROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHwYL
2ZE)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL)-4— (D
IMETHYLAMIMNO)}PHENYL]-2-PROPENOATE

2.28 C:"Database" " wWEBNOSST. L

g-octadecenamide, (Z)- % adogen 73

% Oleamide % Oleic acid amide % O
leyl amide % slip-eze $ armoslip C
P 3% Crodamide © % Crodamide OR % A
mide O $ Diamide O 200 % Diamit O
200 % (Z)-9-octadecenamide % Aliph
atic amide % aAarmid 0 $ cis-9,10-0cC
tadecenoamide % C
g-octadecenamide, (Z)- % adogen 73

% oleamide % Ooleic acid amide % o
Teyl amide % Slip-eze $ Armoslip C
P % Crodamide o % Crodamide OR % A
mide O % Diamide 0o 200 % Diamit O
200 % (Z)-9-octadecenamide % Aliph
atic amide % Armid o % cis-9,10-0cC
tadecenoamide % C

0. 24 C:"Database" " WwWSNOSST. L

2,5—-FURANDIONE, 3I-{(DODECEMYL)IDIHYD
RO-— % 2,5-FURANDIOMNE, 2-DODECYL-— %
2-{(DODECYL)ISUCCINIC AMHYDRIDE % C
CRIS 698 % DDs % DDS A % DDSA 3 DO
DECENYL SUCCIMMIC ANHYDRIDE % DODE
CEMYLSUCCINIC ACID ANHYDRIDE % DOD
ECENYLSUCCINIC ANHYDRIDE % DODECEMN
YLSUCCINMIC ANHYD
2-podecen-1-wl{-Jsuccinic anhydrid
e § 2,5-Furandione, I-dodecenyl- %
n-Dpodecenylsuccinic anhydride % D
odeceny]l succinic anhydride $ 2,5-
Furandione, 3I-{2-dodecernylldihwydro
- % Z-pDodecen-1l-wylsuccinic anbydri
de $ 2-[(2E)-2-Dodeceny]]dihydro-2
s —TFTurandione #
DOCOSANE $ C22H46 STANDARD $ EIMNEC
S 211-121-5 % N-DOCOSANE % MNORMAL—
DOCOSANE $ NSC 77139

73 C:wDatabase Flavor3.L

59. 33 TETRACOSAMNE
62. 00 PENTACOSAMNE
53. 54 DOCOSANE

56 C:“Database“Flavor3.L

59. 33 TETRACOSAMNE
56.48 TRICOSANE
53. 54 DOCOSANE

88 C:woDatabase“Flavor3.L

50.47 HENEICOSAMNE
47 .33 EICOSANE
62. 00 PENTACOSANE

25 C:woatabase Flavor3.L

53. 54 DOCOSANE
62. 00 PENTACOSAMNE
59. 33 TETRACOSAMNE

6 C:wDatabase " wWEBNOSST. L

CYCLODODECASILOXANE, TETRACOSAMETH
¥YL- % 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12,
14 ,14,16,16,18,18,20,20,22,22,24,2
4 -TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASTLOMA
NME # % 2,2,4,4,6,6,8,8,10,10,12,12
14,14 ,16,16,18,18,20,20,22,22,24,
24 -TETRACOSAMETHYLCYCLODODECASTILOX
AME % 2,2,4,4,8,8

0O.46 C:wDatabase"WENO5ST.L

11.

Tetracosane % n-Tetracosane
Hexanoic acid, 2-hexenyl ester, (E
77— % trans-2Z-Hexenyl Caproate % tr
ans—2—-Hexeny |l Hexanoate % trans—-2-—
Hexernmyl n-hexanoate % (2ZE)-2-Hexen
w1 hexanoate #

22 C:woatabase Flavor3.L
5

0.47 HENEICOSAMNE
62. 00 PENTACOSAMNE
47 .33 EICOSANE

86 C:woDatabase“Flavor3.L

40.40 OCTADECANE
46.92 EICOSEME<]-—>
50.47 HENEICOSAMNE

298

507399

B3152

B3151

11100

14259

G9207

111
107
109

111
108
109

110
105
107

109
107
111

113164

74546
190342

110
107
105

103
1259
110

066564 -08-7

000301 -02-0

000301 -02-0

Q25377 —

=

W
|

%]

019780-11-1

000629-97 -0

000Ged46-31 -1
000629-99-2
000ae29-97 -0

0005ed46-31 -1
Q00Ge38-67-5
000ae29-97 -0

000629-94 -7
000112-95-8
000e29-99-2

Q00ae29-97 -0
000629-99-2
0005e46-31-1

018919-94-3

0006d46-31 -1
0532298-86-0

Q00e29-94 -7
000629-99-2
000112-95-8

000593-45-3
003452-07 -1
000e29-94 -7

a1

o4

oz

=]

=]

Ba

Ba
Ba

a4

a2
(=T

a2

-

=11
81
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39 45,222
40 45. 387
471 45 777
42 46,045
43 47 .796
44 48,632
45 49, 399
486 49,633
FAaME 2019.mM
Ek Sekil 80:
kiitiip

0.94 C:“Database“ Flavor3.L
43.92 NOMADECANE
4040 OCTADECANE
46.92 EICOSEME=<1->

1. 325 Cc:“wDatabase“ wFlavor2.L
4040 OCTADECAMNE
46.92 EICOSEME<] -
53. 54 DOCOSAMNE

5.25 C:“Database " WBNO55T. L
1-Nonadecene 1
Tetrapentacontane, 1,54-dibromo-
Tetracosane $ n-Tetracosane

5.02 C:“Database“Flavor3.L
50.47 HEMEICOSAME
47 .33 EICOSANE
59. 332 TETRACOSANE

1.81 C:“Database " wWEBNO5ST.L
octacosanocic acid, methyl ester % 1
Methy]l octacosanoate
octacosanoic acid, methyl ester 3% 1
Methy]l octacosanoate

0O.1a C:“Database " WwWBNO55T. L
TETRACOSAMNE % AIZ-52698 % EINECS 2
11-474-5 % MN-TETRACOSANE % NSC 298
Tetradecane, l-bromo- $ n-Tetradec
vwl-1l-bromide % Myristyl bromide %
Tetradecyl bromide % 1-Bromotetrad
ecane % 1-Tetradecyl bromide $ n-T

0.08 C:“Database“ WwBNO5ST.L
CYCLOTRIACONTANE $ CYCLOTRIACONTAN
CYCLOOCTACOSAME
TETRACOSANE % AI3Z-52698 $ EINECS 2
11-474-5 $ N-TETRACOSANE % NSC 298

0.05 C:wDatabase Flavor3.L
532. 54 DOCOSAMNE

47 .33 EICOSAMNE
62. 00 PENTACOSAMNE

Fri Aug 09 08:17:00 2019

LTH numunesine ait GC-MS analizinden elde

hane taramasi sonuglari.

Ek Sekil 81. devamm

Abundance

Time-->

9500000

9000000

8500000

8000000

7500000

7000000

6500000

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

3500000

3000000

2500000

2000000

1500000

1000000
_ 1€20.51€22.765
500000 111165 18 431 IE AN 226.0

TIC: 9.D\data.ms

23.985

32.303

31.66533.5 1 °
e Tt T 234,795

3
2
[\ 30
28.946
29.136
37.960 4
\/ 33.683°°516 38.955¢ -
27.558 : ' 447 aa
s

23637.7032 1 44

104
103
1259

1032
1259
109

55401
75414
74558

110
105
111
18236

18238

69555
I7E53

Q000629-92-5 96
000593 -45-3 96
002452-07-1 90

000592 -45-32
0032452-07 -
Q000829 -97 —

018435-45-5 495
2999075-41-6 93
000546 -21-1 91

000629-94-7 90
000112-95-8 89
0005s46-31-1 B3

Q0535682-92-2 68

055682-92-3 46

000546 -31-1 72

000112-71-0 52

Q00297 -25-8 B6
Q00297 -24-5 59
Q00s46-21-1 55

Q000629-97 -0 92
000112-95-8 90
000629-99-2 90

edilen kromatogram ve

4546.006

T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

299



Ek Sekil 81.

Abundance

7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

(o]

devami

[_GCMS_SMTITIC: 9.D\data.ms

Time-->

S
35.00

Library Search Report

Data Path
Data File

D:%inan dursun®07082019F ame’,
a. D

——
40.00

T
45.00

ACg On 7 oAaug 2019 22:49 (#1); 7 oAaug 2019 22:36 (#2)
aper ator
Sample a9
MiscC
ALS wial a Sample Multiplier: 1
Ssearch Libraries: C:hwDatabase Famedb22.L Minimum Quality: 20
C:“wDatabase Flavor3.L Minimum Quality: BO
C:hZDatabase  WSNOSST. L
unknown Spectrum: Apex
Integration Events: ChemSstation Integrator - autointl.e
Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# qual
1 15.444 0.18 C:“Database " WSNO55T.L
1,3-Dpioxolane, 2-heptyl-4-octadecy 507645 999507-66-6 50
Toxymethy] -
2,4{1H, 3H)-QUINOLINEDIONE, 3-BENZO 507422 070611-42-86 49
YL-3—-(PHENYLMETHYL)- % 3-BENZOYL-3
—BENZYL-2,4(1H,32H) -QUINOLINEDIOME
# § I-BENZOYL-I-BENEYL-2{1H) ,4{3H)
—QUINOLINDIONE % 3-BENZOYL-3-BENZY
L-2,4(1H,3H)—QUINOLINEDIOME $ MNSC
370855
2 15.810 0.02 C:“Database“Flavor3.L
47 .23 EICOSANE 105 000112-95-8 T
43,92 NONMADECAME 104 000629-92-5 94
40. 40 OCTADECAME 102 000392-45-3 B9
3 15.936 0.01 C:“Database“.Flawvor3.L
47 .23 EICOSANE 105 000112-95-8 93
40,40 OCTADECAMNE 102 C005393-45-32 93
50.47 HEMEICOSAME 110 000629-94-7 7
4 16.417 0.13 C:“Database \WBNOSST.L
TETRATRIACONTAMNE $ AI3-36492 $ EIN 70648 014167-59-0 87
ECS 238-013-0 % N-TETRATRIACONTANE
$ NSC 2998
Z-METHYLHEPTADECANE % HEPTADECAM, 68172 001560-89-0 B6
5 17.670 0.19 C:“Database“Flavor3.L
56.48 TRICOSAME 108 C0O0632EB-67-5 90
532. 54 DOCOSAME 109 000629-97-0 Bo
50.47 HENMEICOSAME 110 000629-94-7 Bo

300
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]

19. 8l1la

20. 520

1.3232 Cc:“Database“wFamedb23.L
14:0

Ly
C 20:0
C 16:0

2.16 Cc:“woatabase \WBNOSST.L

2—-PYRROL
—AMINO-—
OBUTYRIC

IC LACTAM %

IDINONE § BUTANOIC ACID, 4
$ PYRROLIDIM-Z-OME $ —AMIN
ACID LACTAM 3 -AMINOBUTYR
—-AMINOBUTYROLACTAM $ —

BUTYROLACTAM %
YRROLIDOMNE %
3 .ALPHA.
PYRROLIDONE %

2(3H) —-FURANONE ,

—-PYRROLIDINOME $ -P

—TETRAHYDROPYRROLOME
-PYRROLIDINOMNE %

. ALPHA. —
. GA
5—-BUTYLDIHYDRO- %

10

11

12

1=z

14

15

16

22.981

23,841

26.013

26. 362

27.558

282329

2B.948

29,137

30,424

OQCTANOIC ACID, 4-HYDROXY-—,

LACTONE

% S5-BUTYLDIHYDRO-2{3IH)-FURANONE #

% . GAMMA. —BUTYL—. GAMMA .

—BUTYROLAC

TONE $ .GAMMA. -BUTYLBUTYROLACTOMNE
$ . GAMMA. -N-BUTYL-.GAMMA. —-BUTYROLA
CTONE % .GAMMA. -OCTALACTONE $
1.42 C:wDatabase " WENOSST. L
BENZALDEHYDE, 3,4-DIMETHYL- % 3,4-
DIMETHYLBENZALDEHYDE % EINECS 227-
Fr0=-2
Benzaldehyde, 3,4-dimethyl- $ 3,4-
Dimethylbenzaldehyde
22.53 Cc:“DatabaseZFamedb23.L
C 1&:
C 14:0
C 15:0

0.10 C:“Data
octanal

1,1-dimethoxy—

1 acetal

base " WEBNOSST.L

dimethy]l acetal % octane,
$ n-octanal dimethy
$ 1,1-Dimethoxyoctane #

Acetate, Z2-[(acetyloxylmethyl]-4,4
—dﬁmethox¥buty1 ester % 2-[{acety]
oxyJimethyl] -4 ,4-dimethoxybutyl ace
Tate #
0.13 C:wDatabase Famedb23.L
C 17:0
C 10:0
C 20:0

.05 C:hwDatabase " WENO5ST. L

Phenol,
- % Phen
4= D%—ﬁe
ButT (=
t—bEtEWb
2 % Prod
2, 4-Bis
Phenaol,
- % Phen
,4—Dq—ﬁe
Butylphe
t-butylb
2 % pProd
2,4-Bis

2,4-bis{1,1- d1methy1ethy1)
01 2,4-— di-tert— butyl- %

rt— butyTphenoT 3 2,4- d1—t—
nol % —Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
enzenae $ Aantioxidant No. 32
ox 146 % Prodox 146aA-85x %
(1,1-dimethylethyllphenol

2,4-bis(1l,1-dimethylethyl)
ol, 2,4-di-tert-butyl- % 2
rt-butylphenol % 2,4-di-t-
nol $ 1-Hydroxy-2,4-di-ter
enzene $ Antioxidant No. 3
ox 146 % Prodox 146a4-85x %
(1,1-dimethylethy]lphenol

|
0.59 C:“Database " wWSNOS55T. L

PHEMNOL ,
DI-TERT—

BIS{1,l-DIMETHYLETHYL)- %
BUTYLPHENOL % PHEMNOL,

ERT-BUTYL —

PHEMNOL ,
s 2,4_
ROXY -2,

2,4-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL)
DITERT-BUTYLPHENOL % 1-HYD
4_DI-TERT-BUTYLBEMNZEME % 1

DI-T

—HYDROXY -2 ,4-DI-TERT-BUTYLBENZEMNE
% 2,4 DI-TERT-BUTYLPHENOL % 2,4-BI
S{1,1-DIMETHYLETHYL)PHENOL % 2,4-B
IS{TERT-BUTYL)}-PHENOL % 2,4-BIS{TE

RT-BUTYL)PHENOL %

9. 48 C:“Database“Famedb23._.L
C 18:0
C 1s:0
C 14 :0

3.50 C:“wDatabase Famedb23.L
C 18:1 (trans -
C 18:1{cis -
C 16:1 {cis -—

1.92 C:“Database“ Famedb23.L
C 18:1{cis -
C 18:1 (trans -—

4.28 C:wDatabase rFamedb23.L
C 18:2 (Ttrans,trans -—
5

C 18:2 (cis,cis —
C 20:2 {cis - 11,

301

9} (omega
9)}(omega =)
=]

oy

93 ({omega 90
9} (omega

oy

9,12 {omega

9,123 (omega &2
143 {omega

&l

8
23
12

143826

144109

273654

275014

12
8
10

120363

120704

FIBE33I7O0

283416

382347

282341

000124 -10-7
001120-28-1
000112-39-0

000616-45-5

000104 -50-7

005397 3-71-7

005973 -71-7

000112-39-0
000124 -10-7
007132-64-1

010022-28-3

119117 -34-9

0017 31L-92-6
000110-42-9
001120-28-1

Q00096 -7E—4

Q00096 -7E—4

026746-38-3

Q00096 -7E—4

000112-61-8
000112-39-0
000124 -10-7

001937 -62-8
000112-62-9
001120-25-8

000112-62-9
001937 -62-8
002566-97 -4

000112-63-0
002463-02-7

97
64
59

64

o4

98

=

59

43

95
43
37

=11

a5

=]

53

a8
a4

a9
50
a1
a1

a9

a9
a1
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18
19

20

21

22

22

I
23

24

25

26

321. 660

32. 300

33.a680

22875

34. 2471

34,241

35. 517

36.404

37 .960

2E8.956

32 Cc:woDarabase " WwSBMOSST. L

Tetratetracontane $ n-Tetratetraco
ntane . .
Tetratriacontane % n-Tetratriacont
ans

79 C:wDatabasewFamedbz23. L

C 18:32 (alpha) (a1l cis - 9,12,15)
(omega 3

C 20:2 (cis-11,14,173 {omega 32

C 20:2 (cis - §,11.,14) (omega 62

51 C:“wDatabase“wBMNOS5S5T. L

ETHYL (2E)-3-[2—-{(DIETHOXYPHOSPHORY
L) -4 - {DIMETHYLAMIMNO)}PHENYL] -2-PROP
ENOATE # % 2—(4-MN,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJPROPENOIC ACID, 2-—{(DIETHOXYP
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHYL
2E}-3-[2—(DIETHOXYPHOSPHORYL)-4—{D
IMETHYLAMIMNO)IPHEMNYL] -2—-PROPEMNOATE

29 C:“wDatabase " WENOSST. L

Tricosane, Z-methyl- % Z-mMmethyltri
cosane

Docosane, 2,21-dimethyl- % 2,21-D1
methyldocosane #

2,21 -DIMETHYLDOCOSANE % 2,21 -DIMET
HYLDOCOSANE # % DOCOSANE, 2,21-DIM
ETHYL —

21 C:wDatabase"wWBNOSST. L

1,.14-Dibromotetradecane % Tetradec
ane, 1,14-dibromo-—
1-METHYL—4—-PHENYL —4-PIPERIDINECARB
OXYLIC ACID # % 1-METHYL—4—-PHENYL—
4-PIPERIDIMECARBOXYLIC ACID % 4-PI
PERIDIMNECARBOXNYLIC ACID, 1-METHYL—
4 -—PHEMNYL— % 4-PIPERIDIMNECARBOXNYLIC
ACID, L-METHYL-4-PHENYL- {9CI) %
ISOMIPECOTIC ACID, 1-METHYL—4—-PHEM
YL— % ISONIPECOTI
(435,9R5 10" AS)—4 ,44,10,10" A—TETRA
HYDRO-1" ,6- DIHYDROXY 1,244, , 8"
10 A-HEXAMETHYL-3 ,7-BIS{2— PROPENY
L-SPIRO[L3IH, 9H— PHENANTHRENE Q,5 (5"
H)Y— PHENANTHRO{I 10— BC}FURAN]Z 3.5
.8.9" _PENTOMNE % DIMER OF COLEOM F

0.21 C:“Database " WBNOSST. L

1,14-Dibromotetradecane 3§ Tetradec
ane, 1,14-dibromo-

1-METHYL -4 -PHENYL-4-PIPERIDINECARB
OXYLIC ACTD #

0. 80 Cc:“Database " WBNO5SST. L

METHYL ESTER OF 3-(2,5-DI-TERT-BUT
YL -4 -HYDROXYPHENYL) —-PROPIONIC ACID
% METHYL-32-{3,5-DITERTBUTYL-4-HY¥D
ROXYPHENYL) PROPIONATE
Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1
—d1methy1ethﬁ1}—4—hydr0xy—, methyl
astear Met ﬁ1 2—(2,5-di-tert-but
w1 -4 -hydroxyp enyW)Eropﬁonate £ Me
Thyl 3-(2,5-ditert-butyl-4-hydroxy
pheny1l)propanoate #

1.79 C:“Database Famedb23.L
37 .

Ly
C 13:0
C 15:0

0. 24 C:wDatabase " WBNOSST. L

TRICOSANE % AI3-35917 % EINECS 211
-347-4 % N-TRICOSANE % NSC 78487
TETRACOSANE % AIZ-52698 % EIMECS 2
11-474-5 % N-TETRACOSANE % NSC 298
Tetracosane % n-Tetracosane

0.72 C:“Database " WBNOS55T. L

ETHYL (2E)}-3-[2-{(DIETHOXYPHOSPHORY
L) =4 = {DIMETHYLAMIMOJIPHENYL]—-2-PROP
ENOATE # % 3-(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJ)PROPENOIC ACID, 2-{DIETHOXYP
HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER $ ETHvYL (
2E)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL)-4-{D
IMETHYLAMINOIPHENYL] -2-PROPENOATE

1.39 Cc:“Database " WEBNOSST. L

9-OCTADECENAMIDE % OELSAEUREAMID
9-OCTADECENAMIDE % 9-OCTADECENAMID
E, (Z)- % (9Z)-9-0OCTADECENAMIDE #
$ (9Z)-9-0OCTADECENAMIDE % (9Z1)-9-0
CTADECENMAMIDE (COMPUTER-GENERATED
NAME) % (Z)-9-OCTADECENAMIDE % 9-0
CTADECENAMIDE, (9Z)- % 9-0OCTADECEN
AMIDE, (Z)- (9CI) $ 9-0OCTADECENOIC
ACID,

302

75340
75175

22
29

-

507299

394320
39411
280732

74664
102215

44393

74664
102215

469837

470255

30
10
69375

69553
74557

507299

Blaev7 0
Bleoa?

QO7FO09E-22-8
014167 -59-0

OO0 3I01L -00—-8
O55682-8B8-7
001782 -8B4-2

086564 -08-7

001928-30-9
OF7536-31-3
OF7526-31-32

OI7SEE-96 -2

003627 —48-3

122346-71-8

0376B8-96-3

002627 -48-3

000000 -00-0

00Be2B6-38-5

000929-77 -
001731-88-0
007132-64-1
000638-67 -5
000646-31-1
O00e46-31-1

Ooe5364-08-7

999081-67-2
000201 -02-0

a8
a8

99

-

38

20

25

37

-

99

o4

95
35
25

90
90
90

92

98
98
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28

29

20

21

22

23

34

S

=8

==

FAME

39. 557

40. 066

40. 552

40,9132

41 .458

41 . 674

42,046

a4z a9z

42, 505

A5 1L2o

A4S . 00

47 . 854

48655

49 a7o

Z2Oo19.m

Ek Sekil 81:

kiitiiphane taramasi1 sonuglari.

0.20 C:“"Database " wWEBNOSST. L
Pyridine, 4-[5-(2-methoxyphenyl1)-[ 4
1,2,4]Joxadiazol-2-y1]-
EICOSANE, 2-METHYL- % 2-METHYLICOS
ANE % Z-METHYLICOSAME # % 19-METHY
LEICOSANE % 2-METHYLEICOSAMNE % 2-M
ETH§LICOSANE {COMPUTER-GENERATED M
AME

0.60 C:“Database“ wBMOSST. L

DECAME, 2-METHYL- % 2-METHYLDECAME
$ 2Z-METHYL-DECANE % DECANE, 2-MET

H¥L— (BCI){9CI) % EINMECS 230-236-1
$ N-CEBHL7CH{CH3)2 % NSC 20567

DECAME, Z-METHYL- % 2Z-METHYLDECAME
$ 2-METHYL-DECANE % DECANE, 2-MET

H¥L— (BCI)({9CI) % EINECS 230-236-1
T N-CBHL7CH{CH32)2 % NSC 20567

0.47 Cc:wDatabaseZwFlavor3. L
682. 00 PENTACOSAMNE
59. 22 TETRACOSAMNE
28. B2 PENTADECAMNE

0.82 Cc:“wDatabase“ZFlavora.L
43.92 MNOMNADECANE
59. 33 TETRACOSANE
7.33 EICOSANE

0.29 Cc:“Database" " wBMOSST. L
DOCOSANE $ C22H46 STANDARD $ EINEC
S 211-121-5 % N-DOCOSANE $ NORMAL—
DOCOSANE $ NSC 77139
Nonacosane $ n-Nonacosane
octadecane, 3-methyl- % Z-methyloc
tadecans

0.25 C:“Database wFlavor3.L
62. 00 PENTACOSAME
59. 23 TETRACOSAMNE
47 .33 EICOSAMNE

0. 54 C:“Database " wWEBNOSST. L

ETHYL (2E)}-32-[2-(DIETHOXYPHOSPHORY 5
L) -4 - (DIMETHYLAMIMNO)PHENYL]-2-FROP
ENOATE # % 2—(4-N,N-DIMETHYLAMIMNOP
HENYLJ)PROPENOIC ACID, 2-{(DIETHOXYP
HOSPHIMNYL)—, ETHYL ESTER % ETHYL (
2ZE)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4 —{D
IMETHYLAMINOIYPHENYL 1 -2 -PROPENOATE

O, 80 C:hwDatabase W WwWEBNOSST. L
Aacetic acid, 1L,3,.ZF-—-trimechy] —4—oxo
—G—oxabicywcloll[Z. 1. 00hex—2 w1 esteaer
L.Z2,.Z2—TRIMETHYL -4 - QOXO -G - OXXABILCWWC LO
[Z.1.0]JHEX—2 YL ACETATE

.52 C:rhwDatabasewFlavor3. L
G200 PENTACOSAMNE

S9O. 22 TETRACOSAMNME

15. 77 DODECAMNE

=2
k=]
S
1. 7o O
(]
=2

40,40 OCTADECAMNE

S52. 00 PENTACOSAMNE

59. 22 TETRACOSAMNE

4 .42 CrhwDatrabasehN\WwEBNOSST. L

OCTADECANE, Z-—ETHYL-— 5 {Z-ETHYLBUTY
L)— & Z_ETHYL-S5—{(2-ETHYLBUTYL JOCTA
DECAMNE % Z—ETHYL-5—{(Z-ETHYLEUTYL O
CTADECANE # % Z-—ETHYL-5—-(2 —ETHYLE

UTYLJOCTADECANE % Z2—_ETHYL-—5—(2—ETH
YLEBEUTYLJOCTADECANE {(COMPUTER - GEMNER
ATED MNAMED $ MNSC L57984 5 OCTADECS

MNE ,
O_. a8 C:hwDarabase W WwEBNOSST. L

4—METHOXY —2Z—BUTYMN—L-—OL # % Z-BUTYHMN

—1-oL, 4-—-METHOXY—- % 4-—-METHOXY-2Z-BU

TwMN—1 —OoL

4—METHOXY —2Z—BUTYN—-1L-OL # % Z-BUTYMN

—1-oL, 4-—-METHOXY—- % 4-—-METHOXY-2Z-BU
[

O.45 C:rhwDarabase™ wS8MNOSST. L
GLYCIME, M—[N-{2Z-HYDROXYBEMNZOYL ) —.
BETA. —ALAMNYL]—, METHYL ESTER % MET
HYL [N—{(SALICYLD)-Z—AMIDEFPROPANOYL ]
—AMIMNOACETATE

O. 01 C:wDarabasewrFlawvor 3. L
O PENTACOSAMNE

I TETRACOSAMNE

8 TRICOSAMNE

uund

2.
=1
(=18

BUWO

Fri AsSwug O09 O08:21 :28 2019

LTL numunesine ait GC-MS analizinden elde

303

515632 999451 -57— o1

68984 001560-84-5 59

21359 006975-98-0 89

65519 006975-98-0 78

107 000629-99-2 98
111 0006e46-21-1 96
100 000629-62-9 B9

104 000629-92-5 97
111 000646-31-1 96
105 000112-95-8 95

89205 000629-97-0 89

73 Q000630-03-53 87
2909 006561-44-0 B7

107 000629-99-2 91
111 000646-321-1 83
105 000112-95-8 8O

07399 066564-08-7 95

S228

S324

27355

RRE
orO
wH

299025 —-62—9
DOI02F -89 -2

O55282-12—-7

O1L8ES7 —O=2—9

DO18&857 —0O=2—9

118744 -4 -8

DoO0&E29—99 -2
Oo0&4A&e—F1L -1
OoO0&eI8E—aT —5

Smm |
ond N

omo
R

55

L=

edilen kromatogram ve
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Abundance

TIC: 1.D\data.ms
29.230.626

9500000

9000000

8500000

8000000

7500000

7000000

6500000

6000000

5500000

5000000

4500000

4000000

Time-->

Abundance

[_GCMS_SMT]TIC: 1.D\data.ms
6e+07

Se+07
Aae+07
3e+07

2e+07

B R BB PR

1e+07

1e+07

9000000

8000000

7000000

6000000

5000000

aooo0000

3000000

2000000

1000000

T T T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 a40.00 as.00
Time-->

Library search rReport

Data Path

D:hwinan dursun’, 0708201 9F ame™,
Data File D

ACg On : 7 Aug 2019 15:25 (#1): 7 Aug 2019 15:22 (#2)

Oper‘ator‘ H

Sample Hi-

Misc H

aLs wial H- Sample pMmultiplier: 1

Ssearch Libraries: C:hDatabasesFamedb23 . L MAindmum Quality: B0

C:wDatabase Flavor2.L Mirndmum Quality: B0
C " Database " WENO55T. L
unknown Spectrum: Apex
INtegraction Events: Chemstation InTtegrator — autointl. e
Pho# RrRT Areats Library/ID RrRef# CASH qual

1 16. 480 0.12 C:swDartabase \Flawvor3.L
50.47 HENEICOSAME 110 0006e29-94-7 91
53. 54 DOCOSANE 109 000629-97— 20
4040 OCTADECAMNE 102 000592-45-3 EB6

2 17 .624 1.24 C:%wDatabase wWwWlawvor3. L
56.48 TRICOSAMNE 108 000683IBE-&7-5 90
40.40 OCTADECANE 102 0005932-45-3 87
B62.00 PENTACOSAMNE 107 Q0006e29-99-2 EBS

3 19. 787 0. 85 C:woartabase'\Famedb23_ L
< 14:0 B 000124 -10-7 97
C 10:0 4 000110-42-9 53
C 1a:0 12 000112-29-0 50

4 21.1a61 0.01 Cc:hwpartabaseZwwFlavor3. L
56.48 TRICOSAMNE 108 000&638-67-5 Bo
40,40 OCTADECAMNE 102 0005932 -45-3 EB6
59. 322 TETRACOSAMNE 111 Oo00se4e-31-1 7

5 21. 224 0.01 Cc:vwDatabase ZwFlawvor3.L
59. 33 TETRACOSAMNE 111 O0006e46-31-1 90
43.92 MNOMADECAME 104 Q000629-92-5 BS
28. 82 PENTADECANE 100 000629-62-9 o4

[+ 21.773 0.25 C:wDatabase'Famedb22.L
C 15:0 10 007132-64-1 96
C 1a:0 12 000112-329-0 43
< 14 :0 & O000124-10-7 328

304
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=~

10

12

12

14

15

16

22.740

23.936

24 .903

26.305

28.450

29_240

3I0.625

22_.258

33.789

34212

1.04 C:vDatabase" " WENOSST. L

Benzaldehyde, 3,5-dimethyl- % 2,5- 275001
Dimethylbenzaldehyde #

Benzaldehyde, 2,4-dimethyl- $ 3,4- 275014
Dimethylbenzaldehyde

BEMNZALDEHYDE, ETHYL- % AR-ETHYLBEMN 2732650
ZALDEHYDE % ETHYLBENZALDEHYDE % P-—
ETHYLBENZ AL DEHYDE

132.86 C:“woDatabaseZwFamedb23.L

C 16:0 12
C 15:0 10
C 14:0 g

2.24 C:\Database“Famedb22.L

C 16:1 ({cis — 92 12
C 10:0 4
C 8:0 2

5.21 C:“wDatabase" " WBNO5S5T. L

Phenol, 2,4-bis{1,1- d1methy1ethy1) IE3I3Z7TO0
- % phenol, 2.,4-di-tert- butyl- %
,4-Di-Ttert-— butyTphenGT $ 2,4-di t—
Butylphenol % 1—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
t-butylbenzene % Antioxidamnt No. 3
2 % Prodox 146 % Prodox 146A—-85x %
2,4-Bis(1,1-dimethylethyl)phenol
Phenol, 2, a- bis(1,1- d1methy ethyT) IB3416
- % Phen01 2,4- di-tert— butyl- %
,A-Di-tert— butprhenoW 2 2,4-d4i t—
Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
t-butylbenzene $ Antioxidant No. 3
3 % Prodox 146 % Prodox 146A-85x %
2, 4-gis{1l,1-dimethylethyl)phenol
PHEMNOL, 2.,4-BIS{(1,1-DIMETHY¥LETHYL) 382339
- % 2,4-DITERT-BUTYLPHENOL $ 1-H¥D
ROXY—-2, 4-DI-TERT-BUTYLEENZENE $ 1
—HYDROXY -2 ,4-DI-TERT-BUTYLEEMNZEMNE
$ 2,4 DI-TERT-BUTYLPHENOL % 2,4-BI
S{1,1-DIMETHYLETHYLJPHENOL % 2,4-B
IS{TERT-BUTYL)-PHENOL % 2,4-BIS{TE
RT-BUTYLJIPHEMNOL %

.72 Cc:hwDatabase wBNOSST. L

PHEMNOL, BIS{(1l,1-DIMETHYLETHYL)-— % 382347
DI-TERT-BUTYLPHENOL % PHENOL, DI-T
ERT-BUTYL—

EICOSANE % ICOSAMNE % ICOSAMNE # % A 6©68699
IZ-28404 % CCRIS 663 % EICOsSAN % E

INMECS 204-018-1 % ICOSANE (COMPUTE
R—GENERATED MAME) % N-EICOSAMNE % N

sC 62789

EICOSANE % ICOSANE % ICOSANE # $ A 68701
IZ-28404 % CCRIS 663 $ EICOSAN $ E

IMECS 204-018-1 % ICOSAMNE (COMPUTE
R—GENERATED MAME) % N-EICOSAME % N

SC 62789

448 C:hwDatabase Famedb23. L

C 18:0 16

C 14:0 8

C 16:0 12
23.66 C:wDatabase“Famedb23. L

C 18:1{cis - 92 (omega 9) 8

C 18:1 (trans — 9) ({(omega 9) 17

C 1a:1 {cis - 9) 13
26.28 cCc:“woatabase'ZFamedb23.L

C 18:2 {cis,cis - 9, 12} {omega &) 20

C 18:2 (trans Trans -— A2 omega 19

(=D]

C 20:2 {(cis - 11,14} ({omega &) 25
7.24 Cc:hwDatabasehFamedb23. L

C 18:2 (alpha) (all cis - 9,12,15) 22

{omega 2

C 20:3 (cis-11,14,17> (omega 3D 29

C 20:2 (cis - 8,11,14) {({omega 6D 7
0.12 C:“wDatabase“ Flavor3. L

47 .33 EICOSAME 105

50.47 HENEICOSAME 110

53. 54 DOCOSAME 109
0.19 C:"Database"WENO3ST. L

HEXACOSAMNE $ EINECS 211-124-1 % M- &9894

HEXACOSAME % NSC 122457

Tetracosane % n-Tetracosane 74546

Hexacosane % n-Hexacosane 747 a0

305

0057 79-95-3
Q00597 23-71-7
053951-50-1

000112-39-0
007122 -64-1
000124 -10-7

001120-25-8
Qo00110-42-9
o00111-11-5

o00096-76-4

000096 -76-4

o00096-76-4

026746-38-3

000112-95-8

000112-95-8

000112-61-8
000124 -10-7
000112-29-0

000112 -62-9
QQL937-52-8
001120-25-8

Q00112 -632-0
Q02566-97 -4
Q002463 -02-7

000201 -00-—-8
055682-88-7
001783 -84-3

000112-95-8
000629 -94 —
Q0062997 —

000630-01-3

000s546-21 -1
000s820-01-2

50
45
45

a8

-

a9
10

=141
a5

a4

Q0

54

58

o9
99

90

99
90

-

o2
532
532

i o
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18

19

20

21

22

23

24

26

28

29

30

31

35.471

36. 301

37.646

37.E8324

38.035

38.475

I8. 842

400 246

41 . 282

42,114

42446

42722

0.90 Cc:ZDatabase " wWBNO5ST.L

METHYL ESTER OF 3-{2,5-DI-TERT-BUT 469837

YL—4-—HYDROXYPHENYL)-—PROPIONIC ACID
$ METHYL-3-{(3,3-DITERTBUTYL—-4—HYD
ROXYPHENYL) PROPIONATE

Benzenepropanoic acid, 3,5-bis{1,1 470255

—dﬁmethyTethﬁT}—4—hydr0xy—, met by
ester % Met ET 3-(2,5-di-tert-but
v1-4-hydroxyphenyllpropionate $ Me
thyl 2-(3,5-ditert-butyl-4-hydroxy
phenyl)propanoate #

B-ETHYL-5-HYDROXY-2, 3,7 -TRIMETHOXY 469826

MNAFHTHOQUINONE

1.51 C:“Database“Famedb23.L
C 22:0
C 1a:0
C 15:0

0.14 c:“Database“ Flavor3.L
56. 48 TRICOSAMNE
62. 00 PENTACOSAME
47 .23 EICOSAME

0.15 c:“Dpatabase Flavor3.L
59. 322 TETRACOSAME
56.48 TRICOSAME
47.33 EICOSANE

0.19 c:“Database " wWBNO5ST. L

EICOSANE % ICOSAME % ICOSANE # 5 A

I3-28404 % CCRIS 663 $§ EICOSAMN $ E
INECS 204-018-1 $ ICOSANE (COMPUTE
R-GENERATED MAME) $ N-EICOSANE % N
SC 62789

EICOSANE % ICOSANE $ ICOSANE # 5 A

I3-28404 % CCRIS 663 $§ EICOSAM $ E
INECS 204-018-1 $ ICOSANE (COMPUTE
R-GENERATED MWAME) % N-EICOSANE % N
5C 62789
octadecane, 3-methyl- % I-mMethyloc
tadecane

0.22 c:“Database Flavor2.L
62,00 PENTACOSAME
539,322 TETRACOSAME
532. 54 DOCOSAME

0O.26 C:woDartabase rFlavor3. L
59.32 TETRACOSAMNE
32.89 HEXADECAMNE
47 .22 EICOSANE

2.10 C:wDatabase \Flavor3. L
532. 54 DOCOSANE
682,00 PENTACOSAMNE
59. 323 TETRACOSAMNE

0,28 C:wDatabase  WESNMOSS5T. L
DOCOSANE $ C22H46 STANDARD $ EIMEC
5 211-121-5 % N-DOCOSAMNE % MNORMAL —
DOCOSANE $ NSC 77139
Docosane % n-Docosane % Normal-doc
os ane
Tetracosane % n-Tetracosane

0. 20 C:hwDatabase Flavor3. L
56.48 TRICOSAMNE
32. 89 HEXADECAMNE
50.47 HEMEICOSAME

0. 34 C:hwDatabase Flavor3. L
682,00 PENTACOSAMNE
52. 54 DOCOSANE
F.32 EICOSAMNE

0. 35 C:woDartabase " wSMOSS5T. L
TeLr acosane $ n-TeLracosan

30
10

108
107
105

111
108
105

88700

68698

73909

107
111
109

111
101
105

109
107
111

69206

742324
74558
108

101
110

107
109
105

74546

Hexanoic acid, 3I-chloroprop-2-enyl 190278

ester
Tetradecane, 2,6,10-trimethyl- % 2
,B,10-Trimethyltetradecansa

0.35 C:“Database\ WS8MNO55T. L
Tetracosane $ n-Tetracosane
1-chloroeicosane % Eicosanse, 1-chil
oro— % 1-Chloroicosane #
HEXACOSAME $ EIMECS 211-124-1 % M-
HEXACOSANE % NSC 122457

0.48 C:“Database  WEMOS5ST. L

TRIDECAMNE, 2Z2Z-METHYL—- % 2Z-METHYLTRI
DECAMNE % 2-METHYL-N-TRIDECAMNE % 22—

METHYL-TRIDECANE

Tridecane, Z-methwyl- % Z-mMethyltri
decane % 2-Methyl-n-tridecane
pisulfide, dihexadecyl % Hexadecy
disulfide § 1-{Hexadecyldisulfammy

306

73542

74546
F4279

59894

238832

35659
41691

000000 -00-0

006386-38-5

000000-00-0

000929-77 -
000112-39-0
007132-64-1

000638-67-5
000629-99-2
000112-95-8

000e46-31-1
0006e38-67 -5
000112-95-8

000112-95-8

000112-95-8

006561-44-0

000629-99-2
000646-31-1
000629-97 -0

Qo084 e—-31 -1
Q00544 -76-3
Q0011 2-95-8

OO0Ee29-97 -0
Q0829 -99-2
Q00e46—-31 -1

000629-97 -0

Q00829 -97 —
Q00846 —-21 -1
QO0Ee3IB-67-5

Q00544 7632
Q006829 -94 -7

Q0829 -99-2
Q00e29-97 —
Q0011 2-95-8

Q0084 E—-31 -1
999190-28-1

014905-56-7

Qo084 6—-31 -1
042217 -02-7

000&s30-01 -3

Q01560-96-9

OO1L560-96-9
001561 -75-7

99

94

90

—

32

B1

-

93
53

94

93

93

o1

-

G

58

58
409



Ek Sekil 82. devamm

3% 45.170 0.49 C:\Database“"WBND55T.L

CYCLOHEXANE, 1-{1-TETRADECYLPENTAD 70886 055521-27-2

ECYL)— $ 15-CYCLOHEXYLMNOMNACOSAME
{1-TETRADECYLPENTADECYL JCYCLOHEXA

ME # % (1-TETRADECYLPENTADECYL)CYC

LOHEXAMNE % CYCLOHEXANE, 1- (1-TETR

ADECYLPENTADECYL)- % NSC 166264

GLYCEROL 1,3-DIHEXANDECANOATE-2- 102945 0Q00000-00-0

{.DELTA. -9, 12)-0OCTADECADIENOATE

Cyclohexane, 1-{1-tetradecylpentad 75189 055521-27-

ecyll- % 15—C¥c1ohexy1noﬂacusaﬂe %
{(1-Tetradecylpentadecyl)cyclohexa

ne #

36 45.3265 0.51 C:“Database“Flawvor3.L

62.00 PENTACOSANE 107 000629-99-2
59. 33 TETRACOSANE 111 000646-31-1
50.47 HENEICOSANE 110 000629-94 -

37 45.925 0.95 C:\Database“"WBNO55T.L
HEXAHYDRO-M-METHYL -7 -METHOXY-1-THI 3288647 000000-00-0
OXOISOINDOLIN-3, 5-DIONE
9-octadecenoic acid, 12-hydroxy-13 232956 075299-48-8
—methoxﬁ methyl ester % Methyl
9E)-12 ydrny—la—methoxy—g—octade
cenoate #
9-OCTADECEMOIC ACID, 12-HYDROXY-13 232180 075299-4E8-8
-METHOXY -, METHYL ESTER % METHYL
Q9E) -12-HYDROXY-13-METHOXY-9-0CTADE
CENOATE # % METHYL (9E)-12-HYDROXY
-13-METHOXY-9-OCTADECENOATE $ METH
¥L (9E)-12-HYDROXY-13-METHOXY-9-0C
TADECENOATE (COMPUTER-GENERATED MNA

ME )

38 46.909 0.08 C:“Database“Flavor3.L
02. 00 PENTACOSANE 107 000629-99-2
59. 33 TETRACOSANE 111 O000646-31-1
27.84 ALLYL DECAMOATE 114 O57856-81-2

39 47.642 0.35 C: \DatabaSEKWENDSST L
Octacosanoic acid, methyl ester § 118236 055682-92-3
Methyl octacosanoate
octacosanoic acid, methyl ester $ 118238 055682-92-3
Methyl octacosanoate
Pentacosanoic acid, methy]l ester % 118225 055373-89-2
Methy]l pentacosanocate #

A0 48 002 0O.24 C:wDatrabase™WBNOSST. L
octacosanoic acid, methy]l ester % 118236 0O55682-92-32
Methyl octacosanoatce
octacosanoic acid, methy]l ester % 118238 055682-92-32
Methyl octacosanocate
S—OXOALLOBETUL -1 -EMNE 2BV 5332 0OF74892-21-0

471 48. 575 O.17 C:wDatabase " wBNO55T. L
Z-FURANNOMANOIC ACID, 3-METHYL-5-FP 68651 O081l516-58-7
ROPYL— % 9—(2Z-METHYL-5-PROPYLFURAMN|
—Z2-YL)INONANOIC ACID
SPIRO[CYCLOHEXAME-L1, 3" {4 "H)— ISOQUI 286972 108439-55-0
MOLIMN]—4'—oNE, 1°,2" _DIHYDRO-—7 " —
DROXY -6 " —METHoxY— g 1" ,2" —DIHYDRO—
T —HYDROXY -6~ —METHOXY-SPIRO[CYCLOH
EXAME-1—-2" (4 "H)—ISOQUINOLIN]—2" —0OMN
GLYCIMNE, M-—[N—{Z-HYDROXYBEMNZOYL)—. 27355 118744 —-44—8
BETA. —ALANYL]—, METHYL ESTER % MET
HYL [N—{(SALICYL)-ZI-AMIDEPROPAMNOYL ]
—AMINOACETATE

42 48 941 0.12 Cc:“wDatabase“ wBMNMOS5S5T. L

s S—DIMETHYL—4 —METHOXYPHEMNOL 93053 000000 —00—0
TETRACOSAME % AT2-52698 % EINECS 2 69555 000646-31 -1
11 -474-5 $ N-TETRACOSANE % NSC 298
Triacontane, l1-bromo- % 1-BromotTri F5215 0Q004Z209-22-7

acontane #

FAME 2019.M Fri aAaug 09 08:12:08 2019

Ek Sekil 82: CFH numunesine ait GC-MS analizinden elde edilen kromatogram ve
kiitiiphane taramasi1 sonuglart.
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Abundance

TIC: 6.D\data.ms
29.230.669

9500000
9000000
8500000
8000000
7500000
7000000
6500000
6000000 2s.081
5500000
5000000

4500000

4000000 26.367
3500000 32.400

3000000 28.463

2500000

2000000

1500000

1000000 24-273 35.526 38.930
50000{31-555 17. 6419 52513}502%‘7.82 27,531‘ 8_17/;“0 Adafa2

15.‘00 ZD.‘GD 25.‘00 30.‘00

Time-->

Abundance

[_GCMS_SMT]TIC: 6.D\data.ms
5e+07
4e+07
3e+07

2e+07

B R R R R

1e+07

1e+07

9000000

8000000

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

o

T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

T
45.00

80
80

Time-->
Library search Report
Data Path : D:“inan dursun*07082019F ame™,
Data File = ]
ACO On H 7 oAaug 2019 20:086 {#1); 7 oAaug 2019 19:53 (#2D)
operator H
Sample -1
MiscC H
ALs wial HE =1 Sample Multiplier: 1
Search Libraries: C:wDatabase Famaedb23. L Mirndimum Quality:
C:wDatabase Flavor3. L MAindmum Quality:
C:wDatabase " WENOSST. L
uUnknown Spectrum: Apex|
INtegration Events: Cchemstation Integrator — autointl. e
Plo# RT Areas Library, /ID Ref# CASH qua’l
1 12. 556 0.01 Cc:“wDatabase“Flavor3. L
24 .61 TETRADECANE 99 000629-59-4 90
.33 EICOSAMNE 105 O0001l12-95-8 87
40.40 OCTADECANE 102 000593-45-3 Bo6
2 17. 642 1.19 c:wopatabase wrFlawvor3. L
53. 54 DOCOSANE 109 000629-97— o1
56. 48 TRICOSANE 108 O000638-67-5 86
43,92 MOMADECAMNE 104 000629-92-5 80
£ 19. 856 0O.83 C:“woDatabase rFamedb23. L
C 14:0 B 000124 -10-7 8
C 1a:0 12 000112-39-0 59
C 12:0 & 000111 -82-0 =
4 21. 882 0. 36 C:“wDatabase rFamedbh23.L
C 15:0 10 0O0F122-64-1 95
< 100 4 000110-42-9 43
C d1a:0 12 000112-39-0 25
5 22. 780 1.01 Cc:“wDatabase“Flavor3. L
47 .23 EICOSANE 105 000112-95-8 80
21 .90 INDANOL-<5-—>= (=5—-HYDROX ¥ IMND:X B65 001470-94-6 43
NE
56. 48 TRICOSANE 108 O000638-67-5 20
& 23.982 12.96 C:nwDatabase Famedb23.L
C 1&6:0 12 000112-29-0 98
C 15:0 10 QO7F13I2-64-1 81
< A4 :0 & 000124-10-7F 72
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&

=

10

11

12

1=z

14

15

16

18

19

20

24972

26. 368

27.529

28.462

29. 263

30. 671

32.399

23.566

34,270

25. 529

26. 364

8. 000

2B.178

1.

4,

o.

4.

26.

28

88 C:“Database'Famedbh23.L

C 16e:1 (cis - 9) 12 001120-25-8 99
C 10:0 4 000110-42-9 11

98 C:“Database " WBNOSST.L

Phenol, 2,4-bis(1,1- d1methy1ethy1} FEIZF0 00009E-TE-4 986

- % phenol, 2,a-di-tert- butyl —
LAd-Di-tert- butprhenoT 3 2,4-di t—
Butylphenol % l—Hydroxy—2,4—dﬁ—ter
t-butylbenzene % Antioxidant No. 2
2 % Prodox 146 % Prodox 146A-85x %
2,4-Bis(1,1-dimethylethyllpheno]l

Phenol, 2,4-bis(l,l-dimethylethyl1) 383416 000096-76-4 95
2

- % pPhenol, 2,4-di-tert-butyl-
,4-Di-tert-butylphenol % 2,4-di-t-
Butylphenol % 1-Hydroxy-2.,4-di-ter
Tt-butylbenzene % Antioxidant No. 2
3 % Prodox 146 % Prodox 146aA-85X_ %
2,4-pis{1,1-dimethylethyllphenol

72 C:wDatabase WBNMOSS5T. L
octadecane % n-Octadecane % Octade 7371
can

=~

000593-45-3 53

EICOSANE $ ICOSANE $ ICOSANE # $ A 68699 000112-95-8 53

I3-28404 % CCRIS 662 % EICOSAN $ E
INECS 204-018-1 % ICOSANME (COMPUTE
R—-GEMERATED MNAME) % MN-EICOSAME $ N

309

SC 62789
HENMEICOSANE % HENICOSAME % HENICOS 88993 000629-94-7 53
ANE # % AIZ-30479 § EIMECS 211-118
-9 % HENICOSAME (COMPUTER-GEMERATE
D MAMED) % N-HENEICOSANE
29 C:“Database Famedb22.L
C 18:0 1a 000112-61-8 98
C 14:0 B Q000124 -10- az
C 16:0 12 000112-329-0 64
&2 C:“Database“Famedb22.L
C 18:1(cis - 9) (omega 9) 18 000112-62-9 99
C 18:1 (trans - 9) (omega 9) 7 0019327 -62-8 99
C 16:1 {cis - 92 12 001120-25-8 45
.67 C:wDatabase“Famedb23.L
C 18:2 (trans,trans - 9,12) (omega 19 002566—-97— Q9
6
C 18:2 (cis,cis - 9,12) ({omega 6) 20 000112-63-0 99
C 20:2 (cis - 11,143 ({omega ©) 25 002463-02-7 91
97 C:wDatabase'rFamedb23. L
C 18:2 (alpha) (a1l cis - 9,12,15) 22 000201-00-8 99
{omega 3D
C 20:2 (cis-11,14,17) (omega 3D 29 055682-B8-7 90
13 C:“Database wFlavor3. L
682. 00 PENTACOSAMNE 107 000629-99-2 Bo
36. 74 HEPTADECAMNE 102 000629-7E8-7 64
59. 33 TETRACOSAMNE 111 O000ed46-231-1 50
18 C:“Database " wWENOSST. L
1-chloroeicosane % Eicosane, 1-chl T43I7T9 042217 -02-7 50
oro— % l1-Chloroicosane #
PENTACOSANE $ AIZ-36478 $ EINECS 2 69700 000629-99-2 49
11-122-6 $ N-PENTACOSANE $ NSC 158
aa3
64 C:wDatabase WwWEBNOSST. L
METHYL ESTER OF 32-(3,5-DI-TERT-BUT 469837 000000-00-0 99
YL —4 —HYDROXYPHENYL) —-PROPIONIC ACID
% METHYL-3-{(3,5-DITERTBUTYL—-4-HYD
ROXYPHENYL) PROPIONATE
Benzenepropanoic acid, 2,5-bis(1,1 470255 006386-28-5 95
—d1methy1ethET)—4—hydroxy—, methyl
ester Met ﬁj 2—(3,5—di-tert—but
w1 —4-—hydroxyp enyT)Eropﬁonate 3 mMe
Tthyl 2—(2,5-ditert ity 1 —4 — ey r ooty
phermnyl ) propanocate #
13 C:“Database rFamedb23.L
C 22:0 30 00092977 — a8
C 14:0 5 000124-10-7 328
09 C:“Database Flawvor3.L
59. 33 TETRACOSAMNE 111 O000ed46-231-1 91
56.48 TRICOSAMNE 108 000632B-67-5 BY
47 .33 EICOSAMNE 105 000112-95-8 BO
14 C:“wDatabase wFlawvor3.L
56.48 TRICOSAMNE 108 000632B-67-5 932
682. 00 PENTACOSAMNE 107 000629-99-2 B3
32. 89 HEXADECAME 101 O000544-F6-3 72
11 C:“Database Flawvor3. L
56.48 TRICOSAMNE 108 0006328-67-5 90
59. 33 TETRACOSAMNE 111 O000ed46-31-1 7
36. 74 HEPTADECAMNE 102 000629-78-7 7
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21

22

23

24

23

26

28

29

0

21

32

33

2E8.927

40,392

41 . 462

41 . 806

42,0886

42,492

42, 698

44 752

45,210

45 977

4a. 967

1.56 c:“Database \WBNOSST.L
g9-octadecenamide, (Z)- % adogen 73
$ Oleamide % 0leic acid amide % O
Teyl amide $ Slip-eze $ ArmosTlip C
P % Crodamide 0 % Crodamide OR % A&
mide © % piamide 0 200 % Diamit ©
200 $ (Z)-9-octadecenamide $ Aliph
atic amide % Armid © $ cis-9,10-0cC
Ttadecenoamide % C
S9-OCTADECENAMIDE $ 9-OCTADECEMNAMID
E, (ZJ)- % (9Z)-9-OCTADECENAMIDE #
$§ (9Z)-9-0OCTADECENAMIDE % (9Z)-9-0
CTADECENAMIDE {(COMPUTER-GENERATED
NAME) % (Z)-9-OCTADECENAMIDE % 9-0
CTADECENAMIDE, {9Z)- % 9-OCTADECEN
AMIDE, (Z)- (9CI) % 9-0CTADECEMNOIC
ACID, AMIDE (CIS

1.49 C:“Database“ Flavor3.L
33. 534 DOCOSAME
59. 33 TETRACOSANE
62. 00 PENTACOSAMNE

0.20 C:“Database“ wWlavor3.L
59. 23 TETRACOSAME
523. 54 DOCOSAMNE
32. 89 HEXADECAMNE

0.19 C:“Database“ Flavor3.L
62.00 PENTACOSAME
59. 33 TETRACOSAME
56.48 TRICOSAMNE

0.19 Cc:“Dpatabase Flavor3.L
59. 323 TETRACOSAME
62.00 PENTACOSAME
50.47 HENEICOSAME

0.22 Cc:“Database“ Flavor3.L
59. 23 TETRACOSAME
62.00 PENTACOSAME
26. 91 DODECALACTOME=DELTA-—>

0.29 C:“Database" " WBNOS55T. L
Teltracosane 5 n-Tetracosane
EICOSANE % ICOSANE $ ICOSAME # % A
I3-28404 % CCRIS 663 $ EICOSAMN % E
INECS 204-018-1 5 ICOSAMNE {(COMPUTE
R—GEMNERATED MAME) % M-EICOSAMNE % M
sSC 62789

0. 35 C:wDatabase " WwB8NO5SST. L
2,5-DIMETHYL -4 -METHOXYPHEMNOL
PENTALEMNE, OCTAHYDRO-1-{2-OCTYLDEC
YL} % 2 (2 0OCTYLDECYLJOCTAHYDROPE
NTALEMNE # % Z2Z-(2-OCTYLDECYL)-CIS-B
ICYCLO (0.32.3) OCTANE % 2-(2-0OCTYL
DECYLJOCTAHYDROPENTALENE % 2—-({2-0C
TYLDECYLJOCTAHYDROPENTALENE ((COMPU
TER-GENMERATED MAMED) % PENTALEME

1.22 Cc:“Database " WENOSST. L
2,2-DIMETHYL-1-{TRIMETHYLOXIRAMNYL)
-1 -PROPANOME

0.76 C:“Database Flavor3.L
682,00 PENTACOSAMNE
59. 33 TETRACOSAMNE
20.19 TRIDECAME

0O.85 C:wDatabase " WENOSST. L
g9—octadecenoic acid, 1Z-hydroxy—-13
—methoxﬁ—, methyl ester $ Methyl
) -12-hydroxy-13-methoxy—-9—octade
cenoate #

0.05 C:“Database " wWENOSST. L
Tricosane % n-Tricosane
TRICOSANE % ATI3-325917 % EINECS 211
—347 -4 % N-TRICOSANE % NSC 7B4A87T
Tetracosanes $ n-Tetracosans

0.25 C:wDatabase " wB8NOSST. L
octacosanoic acid, methyl ester %
Methy]l ocrtacosanoate
OCTACOSANOIC ACID, METHYL ESTER $
METHYL OCTACOSAMNOATE £ EIMECS 259-—
754-6 % OCTACOSAMNSAEURE, METHYLEST
ER
octacosanoic acid, methyl ester %
Methy]l octacosanoate

310

B3152

Blae7

109
111
107

111
109
101

107
111
108

111
107
110

111
107
o645

74546
68700

85871

107
111
a8

232956

74446
89376

74559
118236

117666

118238

000301-02-0

000301-02-0

000629-97 -0
000646-31-1
000629-99-2

000646-31-1
000629-97 -0
0005344 -76-3

000629-99-2
000646-31-1
000638-67 -5

000646-31-1
000629-99-2
000629-94 -7

000646-31-1
000629-99-2
000713-95-1

000646-31-1
000112-95-8

Q00000 —00—0
055401 -65-5

o000 —00—0

Q00529 -99-2
Q00546 —-31 -1
000629-50-5

07 5299-48-8

000638 -67-5
Q00&38-67-5

Q00546 -31 -1
O55682-92-3

O55682-92-32

O55682-92-3

98

96

-

B1

93
59

93
o4

91
83
83
43

92
B3

35

94
38
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34 A48 054
35 48. 6322
3G 48. 992
FaME 2019.M

Ek Sekil 83:

O.1e C:hwDatabase " WENOSST. L
octacosanoic acid, methyl ester %
MeThy]l ocTtacosanoate
I—0OXNOALLOBETUL -1 -ENE
OCTACOSANOIC ACID, METHYL ESTER $
METHYL OCTACOSANOATE $ EINECS 259-—
754-6 $ OCTACOSANSAEURE, METHYLEST
ER

0.10 C:hwDatabase " WENOSST. L
TETRACOSAMNE % ATIZ-52698 % EIMECS 2
11 -474-5 % N-TETRACOSAME % MNSC 298

0.08 C:“wDatabase " wWEBNOS5ST. L
2,5-DIMETHYL—4-METHOXYPHEMNOL
TETRACOSANE $ AIZ-52698 % EINECS 2
11 -474-5 % N-TETRACOSANE $ NSC 298

Fri aAaug 09 08:19:01 2019

CFH numunesine ait GC-MS analizinden elde

kiitiiphane taramasi1 sonuglari.

Ek Sekil 84. devamu

Abundance

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

Signal: 8.D\FID1B.ch
32.271

118226 0O55682-92-2 96
287532 O74E892-21-0 50
117668 O55682-92-3 30
89555 000646—-21-1 59
93053 000000 —-00—-0 B9
S©9555 000646 —-31 -1 ra

edilen kromatogram ve

T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

T T
40.00 45.00

Time-->
Abundance
[_LGCMS_SMT]TIC: 8.D\data.ms

8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

o T T T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Time-->
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Library sSearch rReport

Data Path
Data File

D:inan dursun® OF 08201 9fF ame™,
2. D

Acqg On : 7 oaAaug 2019 17 :23 (#F1D; 7 oAaug 2019 1710 (#H#2D

oper ator H

Sample - |

M s H

ALSs wial | Sample Multipldier: 1

Search Libraries: c wDatrtabaseswFamedb23 . L MAimum Quality:

:wDarabase Flavor 3. L MA imum Qual ity :
c wDatabase W wWwBNOSST. L
Unknown Spectrum: Aﬁex
INntegration Ewvents: ChemStation Integrator - autointl. e
Plk# RT Al eats Library ID rRef# CaS# Qual

1 16. 577 Q.26 C:“Database“Flavor3.L
47 .33 EICOSAMNE 105 O0001l12-95 -8 91
59. 33 TETRACOSAMNE 111 O000s46—-31L -1 91
53. 54 DOCOSAMNE 109 O000529-97 -0 91

2 17.602 2.00 C:“Database“Flavor3.L
56.48 TRICOSAMNE 108 O00&5FE—-6&67-5 90
53. 54 DOCOSAMNE 109 O00629-97 -0 BES
50.47 HEMEICOSAMNE 110 O00s29-94 -7 78

3 20.468 .74 CinwDatabaseZWwWENOSST. L
2,2-pimechy]l —undec-1L-en—-2-o 145966 999145-96-9 64

TRICOSAMNE, Z-METHYL— % Z2Z-METHYLTRI 145269 001928-30-9 &4
COSANE $ MNSC 1283261
4-—methyl-1,6-heprtadien-4-ol1 % Dial 1456326 025201-40-5 58
Tw1 methyl carbinol % 4-methyl-1,6

eptadiene—4—-01 % 1 ,65-Heptadien—4
—ol, d4-—methyl—

4 22.751 F.15 Cc:-vwDarabase " WwWBNOSST. L
BENFALDEHYDE, 2 ,4-DIMETHYL- % 2,4- 2732654 005972-71-7 55
DIMETHYLBEEMNZALDEHYDE % EIMNECS 227 —
FTO=-2
Benzaldehyde, 2 ,5-dimethyl- % 2,5- 275001 005779-95-32 55
Dimethy lbenzaldehyde #

5 23.930 22.80 C:wDatabase“FamedbZ23_. L
1o

L 0 12 000112-39-0 98
< 15:0 10 007132-64-1 81
< 14:0 8 000124-10-7 ¥

5 22.9320 22.80 C:“wDatabase“wFamedb23.L

C 1a:0 12 000112-29-0 98
< 15:0 10 O07132-64-1 81
C 14:0 & 000124-10-7 7

[ 26.024 1.49 C:wDatabase " wSNO55T. L

Hexadecanoic acid, 2,7,11,15-tetra 194174 Q01118-77-0 92
methyl-, methy]l ester $ Methyl phy

tanate % mMethyl 3,7 ,11.,15-tetramet
hylThexadecanoate #

Hexadecanoic acid, 2,7,11,15-tetra 194171 001118-
methyl-, methy]l ester % Methyl phy

tanate % Methyl 2,7,11,15-tetramet
hwvlhexadecanoate #

=
|
|

[=]

o1

7 26. 256 g8.67 C:wDatabase"wWEBNOSST. L

Pphenol, 2,4-bis{1,1- d1methy1ethy1} 283416 000096-76-4 95
— % phenol, 2,2 dittert— butyl- %

,A-Di-tert— butprhenoT 5 2,4- d1—t—

Butylphenol % l—HydPoxy—2,4—dﬁ—ter

t-butylbenzene § Antioxidant MNo. 3

3 % Prodox 146 % Prodox 146A-85x %
2,4-Bis(1,1-dimethylethyllphenol

PHENOL , 2,4-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL) 282338 000096-76-4 95
- % 2,4-DITERT-BUTYLPHEMNOL % 1-HYD

ROXY -2, 4-DI-TERT-BUTYLBEMZENE % 1

—HYDROXY -2 ,4-DI-TERT-BUTYLBENZENE

$ 2.4 DI-TERT-BUTYLPHENOL % 2,4-BI
S{1,1-DIMETHYLETHYLJ)PHEMNOL % 2 ,4-B

IS{TERT-BUTYL)-PHENOL % 2,4-BIS(TE

RT-BUTYLJIPHENOL %

|
8 27.495 1.38 C:“Database“" wSNO55T. L
PHENOL, BIS({(1,l1-DIMETHYLETH¥L)- % IE2347 026746-328-3 90
DI-TERT-BUTYLPHEMOL % PHEMNOL, DI-T
ERT-BUTYL—

9 28.181 5.88 Cc:“woDatabase“wrFamedb23.L

C 18:0 16 000112-61-8 98
C 14:0 g 000124-10-7 93
C 16:0 12 000112-39-0 56

10 258.3293 7.77 C:hwDatabaseswrFamedb23.L

C 18:0 16 000112-61-8 95
C 14:0 B Q000124-10-7 42
< 11:0 5 001731-86-8 32

312



Ek Sekil 84. devamm

11

12

1=z

14

15

i&a

18

19

20

21

22

29_189

30.402

31.031

32. 301

33.509

34,2471

4. BOB

5. 506

35. 855

26. 295

36. 599

1.

22.

.

o.

o.

44 C:hwDatrabase " WEBNOSST. L

SILANE, TRIMETHYL[{(3,7,11,15-TETRA
METHYLHEXADECYL)OXY]—- % 2,7,11,15—
TETRAMETHYLHEMADECYL TRIMETHYLSILY
L ETHER # % 2,7,11,15-TETRAMETHYL-—
HEXADECANOL TMS ETHER $ 2,7,11,15-—
TETRAMETHYL -—HEXADECANOL , TRIMETHYL
SILYL ETHER % 2,7,11,15-TETRAMETHY
LHEXADECAN-1-OL T

T8 C:wDatabasewFamedbzZ3. L

C 18:2 (trans,trans - 9,123 {(omega
=D

C 18:2 (cis,cis - 9,123 (omega &)

C 20:2 (cis - 11,14 {omega 62

36 C:“Database W WwWEBNOSST. L
IRON IODIDE COMPLEX I
5— {2 -OXOHEXAHYDRO-1H-THIENO[3 ,4-D]
IMIDAZFOL -4 -¥LJIPENTANAMIDE % BIOTIN
AMIDE
HYDROXYMETHAPYRILEMNE

27 C: \Database\Famedbzs L
C 18:2 (alpha) (all cis - 9,12,15)
Comega 3
C 20:2 (cis-11,14,17) {omega 2
C 20:3 (cis - &,11,14) ({omega 62

27 C:wDatabase "\ WBNO5SST. L

EICOSANE $ ICOSAME $ ICOSAME # S A
IZ-28404 % CCRIS 662 $ EICOSAMN % E
IMECS 204-018-1 % ICOSANE {(COMPUTE
R—GEMERATED MAMED) $ N—EICOSANE $ N
sC 62789

EICOSANE % ICOSANE % ICOSANME # % A
IZ-28404 % CCRIS 662 $ EICOSAMN % E
IMECS 204-018-1 % ICOSANE {(COMPUTE
R—GEMNMERATED MNAMED) % N-EICOSAMNE % N
sSC G2789

25 C:“wDatabase " wWBNO5ST. L
HEXADECANE , S8—HEX¥L-8—-PENTYL- % 8-
HEXYL-—8-—PENTYLHEXADECAME # % S-HEX
YL—-B—PENTYLHEMADECANE % S-M-PEMNTYL
—B-MN-—HEX¥LHEXADECANE
Hexadecane, B-hexyl-B-pentyl- % B-
Hexyl -8-pentylhexadecane

.20 C:hwDatabase " WENOSST. L

Hexadecane, l1-chloro- % Cetyl chlo
ride % Hexadecy]l chlordide % 1-chlo
rohexadecane % n-Hexadecwl chlorid
e $ Palmity]l chloride

.02 C:wDatabase W wWEBNOSST. L

Heptadecane, 3I-methyl- % I-mMethylh
eptadecans

HEMEICOSANE $ HENICOSAMNE % HENICOS
AMNE # £ AIZ-36479 £ EINECS 211-118
-9 % HENICOSAME (COMPUTER-GEMNERATE
D NAMED) % N-HENEICOSANE

.71 Cc:wDatabase W WENOSST. L

METHYL ESTER OF 2-(2,5-DI-TERT-BUT
YL —4 —HYDROXYPHENYL)} —PROPIONIC ACID
% METHYL—2—{(3,5-DITERTBUTYL—4—HYD
ROXYPHENYL) PROPIOMATE
BEenzenepropanocic acid, 2,5-bis({1,1
—d1methy1eth 1) —4— hydroxy— methy
$ste; 3 Met 3153 5— d1—tert;but
w1 —4—ndroxyp eny ropionate Me
Tthyl 3-(2,5-ditert-— Euty1—4—hydroxy
phenyl )propancate #
2,4-DIHYDRO-7 ,12-DIHYDROXY—-7 ,12-DI
METHYLBENZ [A] ANTHRACEME

31 C:wDatabase " WwWBNOS55T.L
octadecane, 3I-methyl- % Z-mMethyloc
tadecane
Heptacosane % n-Heptacosane
HEPTACOSANE % ATIZ-26283 % EIMNECS 2
09-792-4 % N-HEPTACOSAMNE

65 C:wDatabase rFamedb23.L
C 22:0
< Lo 0

21 C:“wDatabase WWwWEBNOSST.L

EICOSANE $ ICOSAME % ICOSANE # % A
IZ-28404 % CCRIS 662 % EICOSAN T E
INECS 204-018-1 % ICOSAME (COMPUTE
R-GEMERATED MNAME) % N-EICOSANE % M
SC 62789

octadecana, Z-methyl- % Z-mMethyloc
tadecane

Heptacosane, l-chloro- % 1-chloroh
eprTacosane #

313

59942 0OF7B8695-20-2 38

19 002566-97-4 99
20 000112-62-0 99
25 002463 -02-7 90

70999 999071-00-1 25
43525 006929-42-6 12

5397 O000000-00-0 11

22 000201 -00-8 99

29 0O5568B2-BE-7 BV
7 0O01lYBE3I-8B4-3 47

SEF7OO O000112-95-8 95

S8E8698 000112-95-8 92

FOO27 0O55282-29-6 52

F4827 0O55282-29-6 52

73797 004850-03-1 7O

FIF1E 00641EB8-44-6 93

88990 000629-94-7 91

469837 000000-00-0 97

470255 00628B6-28-5 93

469841 000000 —-00-0 90

73909 006561-44-0 93

74838 000592-49-7 B9
FO031 0005932-49-7 B9

30 000929-7 7 — =l
4 000110429 25

88700 000112-95-8 95

73909 00685681-44-0 92
F5001 O062015-79-9 932
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23

24

26

28

29

20

31

32

23

24

25

e =7

36. 907

37.846

38. 008

8. B99

29.534

39. 837

40,020

40. 507

41.159

41 . 451

42,097

42,481

43,482

44 . 263

o.

74 C:hwDatabase“ Flavor3.L
56.48 TRICOSAMNE
59. 23 TETRACOSAMNE

42 C:wDatabase wFlavor3. L
62,00 PENTACOSAME
56.48 TRICOSAMNE
36.74 HEPTADECAME

37 C:hwDatabase“ " wWBNOSST. L
1-Bromoeicosane % Eicosy]l bromide
% eicosane, l1-bromo- 3% 1-Bromoicos
ane #
octadecane, 9-ethyl-9-heptyl- $ 9-
Ethyl-9-n-heptyloctadecane $ 9-eth
wl1l-9-heptyloctadecanse #

07 C:wDatabase  WwENOSST. L

g-octadecenamide, (Z)- % adogen 73

2 Oleamide % Oleic acid amide % o©
Teyl amide $ sSlip-eze % Armoslip C
P % Crodamide o % Crodamide OorR £ A
mide 0 % Diamide o 200 % Dpiamit O
200 % (Z)-9-octadecenamide % al-iph
atic amide % Aarmid © $ cis-9,10-0c
tadecenoamide % C

|
0.41 c:“Database wWSNOS5ST.L

1,6,10,14,18,22-Tetracosahexaen—-3—
ol, 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-,
all-e)- % (©8E,10E,14E,18E)-2,6,10,
15,19,23-Hexamethyl-1,6,10,14,18,2
2-tetracosahexaen-3-ol #

21 C:hwDatabase W wWBNOSST. L
2,5-DIMETHYL -4 -METHOXYPHEMNOL
Heptadecane, ZI-methyl- % 3-mMethylh
eptadecansa

0.48 C:“Database " WEBNO55T. L

Tetracosane % n-Tetracosane
Hexadecane, 7,9-dimethyl- % 7,9-Di
methylhexadecane

HEXADECAMNE, 7 ,9-DIMETHYL- $ 7,9-DI
METHYLHEXADECAME

39 C:“wDatabase "\ wWENOSST. L
1-chloroeicosane % Eicosane, 1-chil
oro—- % 1-chloroicosane #

0.41 Cc:“Database  WwBNO5S5T.L

OCTADECANE % AIXZ-06523 $§ CCRIS G681
% EIMNECS 209-790-32 % MN-OCTADECAMNE
$ NSC 4201 $ OCTADECAN

HEMACOSAMNE % EINECS 211 -124-1 % MN-—

HEXACOSANE $ NSC 122457

Nonadecane % n-Nonadecane

22 Cc:woDatabase Flavor3. L
62. 00 PEMNTACOSAME
47 .32 EICOSAME

28 C:wDatabase“Flawvor3. L
F.323 EICOSANE
62. 00 PENTACOSANE
26. 74 HEPTADECAMNE

28 Cc:“wDatabase WwBNOSST. L
Tetr acos ana $ N-TeLr acosans
Tetracosane % n-Tetracosane
Hexanoic acid., but-3-ywn-2-wl1 ester

20 C:vwDatabase " WENOSST. L
({(22-Z)-DEHYDROCHOLESTEROL -1 -ETHER
CY CLODODECAMONE , 22— {PHENYLTHIO)—

Z2—{PHENYLTHIOJCYCLODODECANOMNME % 2
—PHENYLTHIOCYCLODODECANONE % NSC 2
49770

59 C:“wDatabase " WENOSST. L
D—HOMOPREGNAN-20-0ONE, {(5.ALPHA.J-—
% 1-{10A,12A-DIMETHYLOC TADECAHYDRO
— 1 —CHRYSEMNYLJIETHAMNOMNE # % 1-(10a,1
24 DIMETHYLOCTADECAHYDRO -1 - CHRYSEMN
YLIETHANOME % D-HOMOPREGMNAN-Z2Z0-ONE

328 C:wDatabase " WWENOSST. L

dalZH)-Phenanthrenemethanol, 1,32.4
,9,10,10a—hexahydro—6-methoxy—-1 ,1—
dimethyl-7—-{(1l-methylethyll)—, (dar-—
Ttrans)- % 1Z2-Methoxyabieta-8,11,132
—trien-20-ol #
AACZ2ZHI —PHEMNANTHREMEMETHANOL , 1,3,
,9,10,10A8-HEXAHYDRO-6-—METHO>Y -1 ,1—
DIMETHYL—7—{1-METHYLETHYL)—-, {(4AR-—
TRAMNS)I- % 1Z2-METHOXYABIETA-&,11 ,13
—TRIEN-20-0L # % 12-METHOXYABIETA—
8,11 ,13-TRIEN-20-0L % 12-O-METHYLF
ERRUGINOL —17—-0OL

314

108
111

107
108
102

B3152

9BG636

GE157

69894
FTIE9Z2

107
105

105
107
102

74546
4558
190129

FTOLEZ2
563261

492803

493092

492781

000638-67 -5
o00Ged46-31 -1

000629-99-2
000638-67 -5
000e29-FE-7

004276-49-7

O55282-27 -4

000201 -02-0

054159-46-5

Q00000 -00-0
00641 8-44 -6

0008465 -31 -1
021164 -95-4

021164-95-4

042217 -02-7

o00593-45-32

000&830-01 -2
Q00&29-92 -5

Q00e29-99 -2
Q00112-95-8

QO01L12-95-8
O00629-99 -2
000S29-7E-7

Q00546 -21 -1
Q006848 —-31L -1
999190-13-2

Qo000 —00—0
052190-43-9

032318-95-9

Q572397 -36-1

Q037297 -36-1

38

a8

56

oz

42

a4

(=23
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8

FAaME

44 925

45,124

45,4732

4G, 063

48,626

49, 27

2019 .m

Ek Sekil 84:

kiitiiphane taramasi sonuglari.

Lo

oo

Lo

o

o

.

Fri

4 C:rwDatabase " WEBNOSST. L
BH-MAPHTHO[L2" ,2" 4 ,5]FURO[2,2—-C]JCH
ROMEMNE -6 ,7 , 12-TRIOMNE
4H-1-BENZOPYRAN—4 -—-ONE, 2,5,7-TRIHY

46 CrhwDatabasen WBMOSST. L
Benzaldehyde, 4-—-methoxy-, (2.,4-din
duropherny] D hywdrazone % —anisaldeh
wde, {(2,d4-dinitropherny] Jhydrazone
5 ﬁ—MetthybenzaTdehyde 2,4—-dinitr
opheny1hydrazone % 4-—methoxybenzal

ehyde (2.4 -dinitropheny]hywdrazon

e #

44 C:hwDatabase W WEBNMNOSST. L
DOTRIACOMNTAMNE $ AIZ-52367 $ BICETY
L % BRMN 17832260 $ EIMECS 208-881-5
S N-DOTRIACOMNTANE $ NSC ©361 5 TR
IS{TRIMETHYLSILYLJETHER, METHYL ES
TER OF ETHYL ANTHRANILATE AFO PIGM
ENT{. ALPHA.ZF) OF BILIVUBIM-1X_ALPH
AL Z-0o-ACYL GLUCURONIDE
Butanoic acid

16 C:wDatabase wWBMNOSST. L
T-METHYLHENICOSANE % 3I-METHYLHENIC
OSAMNE # % Z-METHYLHEMEICOSAMNME % 32—
METHYLHENICOSANE {(COMPUTER-—GENERAT
ED MAMED) % HENEICOSAMNE, 3-—METHWYL-—
Tetratriacontane, 1-bromo-— % 1-Bro
MOoOTeTr atriacontane #

o6 CihwDarabase W wWwWBNOSST. L
TETRACOSANE % ATZ-52698 % EINECS 2
11 -474 -5 % MN-TETRACOSANE % MNSC 298
TeLracosansa $ N-—TaLr aAcos ana

07 C:wDatabase W wWEBNOSST. L
Pentacosanea % Nn—Pentacosana
TETRACOSANE % ATZ-52698 % EINECS 2
11 -474 -5 % N-TETRACOSANE % MNSC 298

Aug 09 08:15:15 2019

CPH numunesine ait GC-MS analizinden elde

Ek Sekil 85. devam

Abundance

Time-->

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

Signal: 8.D\FID1B.ch
32.271

23.905

492827
492665

493046

a9209

TFT52832

D994 92 -84 -1
OO04E8Q0-19 -3

Q0177 2I-49-5

QOO 544 -85 —4

0641 8-47—9

0621 08-50-32

o084 s -21 -1
OO0s4e—-31 -1

000629 -99-2
o084 s -21 -1

2B
20

20

32

32

p=1=7
= 1o

=l
]

edilen kromatogram ve

T T T T T
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

315

T
40.00

T
45.00
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Abundance
[ GCMS_SMT]TIC: 8.D\data.ms
8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
——————7— —————— ——
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Time-->
Library Search Report
Data Path : D:winan dursun*070E201L9Fame™,
Data File : .D
AcCg oOn H 7 oAaug 2019 21:55 (#1D; 7 oAaug 2019 21 :41 (#2D
operator H
Sample : B
Misc H
ALs wial : 8 Sample Multiplier: 1
Search Libraries: C rhwDatabase Famedbh23. L Mimndimum Quality: 80
C:hwDatabase Flavor3. L MAnimum Quality: 80
C:wDatabase " WwBNO5SST. L
| Unknown Spectrum: Apex
Integracion Events: Chemstation Integrator — autointl. e
Pl# RT Areats Library/ID Rraf# CASH Qual
1 13.573 .10 C:“Database“Flavor3.L
A7 .23 EICOSAME 105 O000112-95-8 EBF
24 .61 TETRADECANE 99 000629-59-4 8B7F
53. 54 DOCOSAMNE 109 O000629-97 -0 B3

2 15.456 0,44 C:vwDatabase " WENOSST. L

ETHYL {(2E)-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORY 507399 066564-08-7 74
L)—4—{DIMETHYLAMINOIPHENYL]-2—-PROP

ENOATE # % 2—(4-M,N-DIMETHYLAMINOP

HENYLJPROPEMNOILC ACID, 2-{(DIETHOXYP

HOSPHINYL)—, ETHYL ESTER % ETHwYL

2E) —Z2-[2-(DIETHOX¥YPHOSPHORYL) -4 - (D
ITMETHYLAMINOJIPHENYL] -2 -PROPEMNOATE

3 15. 948 0.04 C:“Database“Flawvor3.L

40,40 OCTADECANE 102 000592 -45-2 95

50.47 HEMNEICOSAMNE 110 O000&e29-94-7 76

52. 54 DOCOSAMNE 109 000629-97— il =1
4 16. 368 0.04 C:“wDatabase“wFlavor3.L

59. 33 TETRACOSANE 111 o00aed46-31-1 90

50.47 HEMEICOSAMNE 110 O000ae29-94 -7 7

432,92 NOMADECANE 104 000629-92-5 ra
5 16. 789 0.01 Cc:“Database“Flawvor3.L

56.48 TRICOSAMNE 108 Q00B82ZBE-67-5 91

50.47 HEMNEICOSAMNE 110 O000&e29-94-7 91

G62. 00 PENTACOSAMNE 107 O000&e29-99-2 91

a 19. 787 1.56 C:“wDatabase“wFamedbz3. L
C 14:0 & 000124-10-7 98
C 16:0 12 000112-39-0 532

316
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=

12

14

15

16

18

20. 434

21 . 990

22 . 060

23.9320

24 .4171

26,0132

26. 362

27 . 5352

28.153

28.422

29.148

1.95 C:“wDatabase " WwBNO5ST. L
4 -—PROPYLBUTAMN—4-OLIDE
2{ZH)—Furanone, dilhwdro-5—-propyl—

% .gamma. -Heptanolactone % .gamma.
—Heptalactone % .gamma.—Prop1obuty
rolactone % .gamma. —-Prop — . gamma.

—butyrolactone % 4-— Hydroxﬁheptanoﬁ
c acid lactone % .gamma. eptalato
ne $ Heptanoic-.gamma. —lactone %
—Hydroxyheptanoic

0. 22 Cc:“Database Flavor2. L
53. 54 DOCOSAME
59. 22 TETRACOSAMNE
56. 48 TRICOSAMNE

1.76 C:“wDatabase"wEBNO5SST. L
Benzaldehyde, 2.,d4-dimethyl- % 2,4-
Dimethylbenzaldehyde % 2,4-Dimethy
Tbhenzenecarboxaldelhyde
eenzaldehyde, 2,4-dimethyl- £ 3 ,4-

1.14 C:“Database " WEBNOSST. L
PENTACOSANE % ATZI-26478 $ EINECS 2
11-123-6 $ N-PENTACOSANE % NSC 158
083
eenzaldehyde, I ,5-dimethyl- % 3,5-
Dimethylbenzaldehyde #
BENZALDEHYDE, 2,4-DIMETHYL- % 32 ,4-—
DIMETHYLBENZALDEHYDE % EINECS 227 -—
Fro-2

21. 39 C:wDatrtabase Famedb23. L

nnn

4,20 C:hwDatabase W WENOSST. L
ETHYL Z-FORMYLPROPIOMATE
Tetrahydropyranyl ether of citrone
1701
wvaleric acid., but-ZI-ywn-2-wl ester

1.24 C:wDatabase " wWBNO5ST. L
Hexadecanoic acid, 2,7,11,l1l5-tetra
methyl -, methy]l ester % Methyl phy
Tanate % Methyl 2,7,11,15-tetramet
hywlhexadecanoate #

10.82 Cc:“Database"WEBNO55T. L

Phenol, 2,4-bis{1l,1- d1methy1ethy1)
- % Phenol, 2,a-di-tert- butyl- %
,Ad-Di-tert- butprhenoT 3 2,4-di t—
Butylphenol % 1—Hydr0xy—2,4—dﬁ—ter

t-butylbenzene % Antioxidant No. 2
2 % Prodox 146 $ Prodox 146A-85x %
2,4-Bis{1,1l-dimethylethyllphenol

0.6l C:\Database\wBNDSST L

Phenol, 2,4-bis{l1,1- d1methy1ethy1)
- %5 phenol, 2,4-di-tert- butyl- %
,A-Di-tert- butprhenoT 2 2,4-d4 t—
Butylphenol % 1—Hydr0xy—2,4—dﬁ—ter

t-butylbenzene $ Antioxidant MNo. 32
2 % Prodox 146 % Prodox 146A4-85x %
2,4-Bis(l,1l-dimechylethyll)phenol]

5.01 C:“wDatabaseZwFamedb23.L
C 18:0
C 14:0
C 1a:0

B.76 C:“wDatabase“ wSNO55T. L

,12,15-octadecatrien-1-o01, {(Zz,Z,Z
- % (9E,12E,15E3-9,12,15-0ctadeca
trien-1-ol #
7,10,12-Hexadecatrienoic acid, met
hy1l ester % Methyl (FE,1Q0E,13ED)-7.,
10,13-hexadecatrienoate #
7,10,13-HEXADECATRIENOIC ACID, MET
HY¥L ESTER % METHYL (FE,10E,13ED)-7,
10,1 2-HEXADECATRIENOATE # % METHYL

({7E,10E,13E)-7,10,12-—HEXADECATRIE
NOATE % METHYL 7 10 13 HEXADECATRI
EMNOATE

2.14 C:“wDatabase“ wWBNO5ST. L

ETHYL (2E)}-3-[2-{DIETHOXYPHOSPHORY
L) -4 - {DIMETHYLAMIMNO)PHENYL]-2-PROP
EMOATE # % 3-(4-N,N-DIMETHYLAMINOP
HENYLJ)}PROPENOIC ACID, 2-(DIETHOXYP
HOSPHINYL)—-, ETHYL ESTER % ETHYL (
2E)}-3-[2-(DIETHOXYPHOSPHORYL) -4 - (D
IMETHYLAMIMNO)IPHENYL] -2-PROPENOATE

6-AFA-5,7,12,14-TETRATHIAPENTACEMNE

317

144019
145666

109
1171
108

275013

275014

59700

275001
2732654

12
&8
10

2321
146072

1457546

194174

283416

283416

16
8
12

130210

120209

129002

307399

Qo000 —00—0
Q00105 -21 -5

Q00629 -97 —
oo0ed46—-21L -1
OO0E2ZE-&7 -5

015764 -16-6

Q05972 -71-7

000629 -99-2

Q057 79-95-3
Q0597271 -7

Qo011 2-39-0
Qo001 24 -1 0-7
QO7F13IZ2—-64-1

Qo000 00—-00—-0
999146-07 -5
999145-75-9

Q0111877 -0

Q00096 -7a—4

Q00096 -7a—4

000112-61-8
000124 -10-7
000112-29-0

000506-44-5

056554 -20-4

056554-30-4

066364 -08-7

Q00000 -00—-0

[
59

o1
o1

80

38

38
B

a5

98
56

a2

Q0

90

83

(53
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24

26

28

29

30

31

0. 401

31 . 008

31L. 620

32. 300

33.680

340241

35. 511

25. B3

36.942

27.966

28,927

40.054

40. 524

4 .40 C:woDarabasewrFamedb23I . L

C 18:2 (Ttrans,trans — 9,12 {(omega
[

< 18:2 (cis,cis - 9,123 (omega &2

C 20:2 (cis — 11,143 {omega 62

0.47 C:hwDatabase ™ WB8MNO55T. L
IRON ITODIDE COMPLEX I
A4 —ACETYL-1 -—HEXADECYL -2 -—HYDROXY—-5—P
HEMYL -1 , 5—-DIHYDRO—-—Z2ZH-PYRROL -2 —-0OMNE
F 4-ACETYL-1-HEXADECYL -2 -HYDROXY—5
—PHENYL -1, 5 DIHYDRO-—PYRROL -2 —OMNE

0O.28 Cc:wDarabase " wWwBMNOSST. L
4—Ccholesten—-3-—one semicarbazone %
Cholest-4-en—-2-one semicarbazone #
4-—ACETYL—1-—HEMADECYL -3 —HYDROXY—5—F
HEMNYL—1 , 5—DIHYDRO—ZH—PYRROL —2—ONE
$ A4-ACETYL-1-HEXMADECYL —3-HYDRO>XY—5
—PHENYL-1, 5—DIHYDRO-PYRROL-2-OMNE

25.61 C:wDatabase“Famedb23. L
C 18:2 (alpha)» C(all cis - 9,122,152
{omega 3
20:2 (cis-11,14,17) {{omega 3}
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Ek Sekil 90: Margarik asit metil esterin (C17:0) GC-MS ile analizinden elde edilen

kiitle spektrumu.
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Ek Sekil 91: Stearik asit metil esterin (C18:0) GC-MS ile analizinden elde edilen kiitle
spektrumu.
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Ek Sekil 92: Oleik asit metil esterin (C18:1) GC-MS ile analizinden elde edilen kiitle
spektrumu.
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Ek Sekil 93: Linoleik asit metil ester (C18:2) GC-MS ile analizinden elde edilen kiitle
spektrumu.
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Ek Sekil 94: Linolenik asit metil ester (C18:3) GC-MS ile analizinden elde edilen kiitle
spektrumu.
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Ek Sekil 95: Behenik asit metil ester (C22:0) GC-MS ile analizinden elde edilen kiitle
spektrumu.
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Ek Sekil 96: Lignocerik asit metil esterin (C24:0) GC-MS ile analizinden elde edilen
kiitle spektrumu.
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Ek Sekil 97: Havada kurutulmus numunelerin SE E:S (1:1) ekstraksiyonun CUPRAC,
ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam fenolik
madde iliskisi.
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Ek Sekil 98: Liyofilizatérde kurutulmus numunelerin SE E:S(1:1) ekstraksiyonun
CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam

fenolik madde iligkisi.
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Ek Sekil 99: Havada kurutulmus numunelerin SE E ekstraksiyonun CUPRAC, ABTS,
DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam fenolik madde
iligkisi.
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Ek Sekil 100: Liyofilizatérde kurutulmus numunelerin SE E ekstraksiyonun CUPRAC,
ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam fenolik
madde iliskisi.
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Ek Sekil 101: Liyofilizatérde kurutulmus numunelerin UDE E:S (1:1) ekstraksiyonun
CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam
fenolik madde iliskisi.
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Ek Sekil 102: Havada kurutulmus numunelerin ASE E:S (1:1) ekstraksiyonun
CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam
fenolik madde iligkisi.

328



140 -+
@ CUPRAZ=0,0708x + 1,3708

2 120 ¢ R? = 0,9669

3

o

g _ 100

v WABTS y=0,0119x + 3,5548

S 80 R? = 0,9622

‘D

35S

= E 60 DppH = 0,0102x +0,7078

< € R? = 0,9872

= 40

K

o

e % X FRAP y = 0,0085x +0,4617
R? = 0,7872

0 T T T 1

0 500 1000 1500 2000
Toplam fenolik madde mg GAE/100g

Ek Sekil 103: Liyofilizatérde kurutulmus numunelerin ASE E:S (1:1) ekstraksiyonun
CUPRAC, ABTS, DPPH ve FRAP testlerine gore toplam antioksidan aktivite-toplam
fenolik madde iliskisi.
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