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Giris

Son zamanlarda hastaliklarin tedavisinde dogal
bitkilerin kullanimi 6nem kazanmaktadir (lsik ve
ark., 2015). Tibbi bitkilerin ve bu bitkilere ait

0z

Bu calismada ekstraksiyon yontemi ve ¢ozgen farkliiginin, Tunceli Dag Sarimsagi'nda fenolik
bilesen karekterizasyonuna etkisinin arastirilmasi amagclanmistir. Fenolik bilesiklerin
karakterizasyonu igin; 25 fenolik bilesik kullanilarak, yeni bir LC-MS/MS metodu gelistirilmis ve
bu metod Tunceli Dag Sarimsagi (TDS) i¢in kullanilmistir. Ekstraksiyon yontemi olarak; inflizyon
ve hidrolizasyon metodu, ¢ézgen olarak; etanol, metanol, su ve etanol/su (% 50 [v/v]) olmak
Uzere 4 farkh ¢o6zict kullanilmistir. TDS igerisinde 25 farkl fenolik bilesen aranmis ve
bunlardan 16 fenolik bilesenin var oldugu tespit edilmistir. TDS’nin major komponentlerinin;
pirokatekol (14018.98+3.61 ug L'l), vanilik asit (1887.24+0.397 pug L'l) ve fumarik asit
(1812.34+0.211 pg L’l) oldugu belirlenmistir. TDS nin fenolik iceriginin cesitlilik agisindan
zengin, ancak miktar agisindan fakir oldugu gorulmistir. Genel olarak en iyi ¢dzgenin etanol
ve en ideal ekstraksiyon yonteminin ise hidrolizasyon oldugu gorilmustir. Sonug olarak, farkli
analiz teknigi, farkh ekstraksiyon islemi ve farkli ¢6zgen kullaniminin; Allium tuncelianum igin,
fitokimyasal igerik tizerine oldukga 6nemli etkilerinin oldugu anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sarimsak, Fitokimyasal igerik, Fenolik, LC-MS/MS, Ekstraksiyon

ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the effect of extraction methods and solvent
differences on phenolic component characterization in Tunceli Mountain Garlic. For the
characterization of phenolic compounds; A new LC-MS / MS method was developed using 25
phenolic compounds and this method was used for Tunceli Mountain Garlic (TDS). As
extraction method; infusion and hydrolization method, as solvent; ethanol, methanol, water
and ethanol / water (50 % [v/v]), including four different solvents were used. In TDS, 25
different phenolic components were searched and 16 phenolic components were found out of
them. Major components of TDS; pyrocatechol (14018.98 + 3.61 pg L"), vanicic acid (1887.24
+ 0.397 pg L™) and fumaric acid (1812.34 + 0.211 ug L™). The phenolic content of TDS was
found to be rich in diversity but poor in quantity. In general, the best solvent was ethanol and
the most ideal extraction method was hydrolization. As a result, different analysis technique,
different extraction process and different solvent use; For Allium tuncelianum, it was found to
have significant effects on phytochemical content.

Key Words: Garlic, Phytochemical content, Phenolic, LC-MS / MS, Extraction

fenoliklerin ve ucucu yaglarin saf ve 6zellikle ana
etken maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi
hem bilimsel hem de ekonomik yonden oldukca
onemlidir (Demir ve ark., 2017). Saglik acgisindan
bircok faydasi bulunan sarimsak Uzerinde uzun
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yilllardan beri birgok arastirma yapilmis ve hala
yapiimaktadir (Paka, 2003). Bitkilerin yetistikleri
bolgedeki gevresel sartlar, tarimsal faktorler gibi
dis etkenler ve genetik faktorler gibi i¢ etkenler
bitkilerin kimyasal igerikleri {izerinde oldukga
etkilidir (Aydin ve Koégkar, 2008; ; Yildirrm ve
Atasoy, 2017). Ayrica bitkilerden elde edilen
ozitlerin fitokimyasal iceriginde; ekstraksiyon
yontemi ve kullanilan ¢ozgenler oldukga etkilidir
(Cetintas ve ark., 2012 ; Ramluckan ve ark., 2014;
Kesen, 2019).

Allium tuncelianum, Tunceli ili Munzur Daglar
eteklerinde yer alan Ovacik
ilcelerinde, yaygin olarak yetisen endemik bir bitki
turidir (Ozhatay, 2002). Tunceli Sarimsagi olarak

ve PGlumir

bilinen bu endemik sarimsak tirinin kimyasal
yapisinin, kiltir sarimsagina (A. sativum) benzer
olmasi nedeniyle yore halki tarafindan daglardan
toplanip tamamlayici tip
kullanilmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda

alanlarinda

Elazig ve Tunceli bdlgesinde endemik bir bitki
olarak yetisen Tunceli Dag Sarimsagi (Allium
tuncelianum) vyapisinda bulunan fitokimyasal
bilesiklerin antibakteriyel ve antikanser etkilerinin
onemli oranda oldugu bildirilmistir (Kasim, 2015).
Allium (A.

monocotyledonea cenekliler)

tuncelianum
(tek
Liliflore takiminda ve Liliaceae familyasinin Allium

Tuncelianum);
sinifinin,

cinsi icerisinde yer almaktadir. A. tuncelianum

endemik bir bitki tGrGd olup ilk kez Allium
Macrochaetum’un bir alt tdrd olarak
tanimlanmistir.  Ancak daha sonra yapilan
c¢alismalarda; bunun farkh bir tir oldugu

anlasilmis ve tir dizeyine ylkseltilerek Allium
tuncelianum adi verilmistir. A. tuncelianum; tek
dislidir, kabuk sayisi kiiltiir sarimsagindan azdir (1-
2 adet) ve baslari 18-20 °C'de uzun
saklanabilir. Bu ozellikleri sayesinde, taze tiiketim
sahip

slre

ve  endistride kullanim  sansina
bulunmaktadir (Hirschegger ve ark., 2010; Kasim,
2015).

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde en yaygin
bulunan maddeler grubunu olusturmaktadir. Bu
bilesikler bitkilerin ikincil metabolizma (Urinleri
olarak tanimlanmakta ve glinimiizde 8000’den
fazla fenol bilesigi yapisi bilinmektedir (YUnll ve

Kir, 2016; inangc ve Yiksel, 2018). Kromatografi
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tekniklerindeki ilerlemeler sonucunda fenolik
bilesikler Uizerine bircok arastirma yapilmistir.
Cesitli gidalardaki fenolik bilesiklerle ilgili fazla

saylida arastirma vyapilmasina ragmen, Allium

tuncelianum icin boyle bir ¢alisma
bulunamamistir. Bitkilerde fitokimyasal
bilesiklerin tanimlanmasi igin c¢esitli teknikler
kullanihr. Bunlardan baslicalari; ylksek

performansh sivi kromatografisi (HPLC) ve sivi
kromatografi-kitle spektrometresi (LC-MS)’dir
(Pandey ve ark., 2011).

Bu calismada, A. tuncelianum’un su, etanol,
metanol etanol/su (1/1) ve HCl ile hidroliz edilmis

ekstrelerinin; LC-MS/MS teknikleri ile fenolik
bilesenlerin karakterizasyonu yapimistir.
Ekstraksiyon yontemi olarak hidrolizasyonun

tercih edilmesinin nedeni daha fazla fenolik bilesik
tanimlayabilmektir. Clnki bitkilerdeki fenolik
bilesikler ¢ogunlukla karbonhidrat, protein ve

diger organik bilesiklerle bag yapmis halde
bulunurlar, hidrolizasyon islemi sirasinda bu
baglar, sicaklik ve hidroklorik asit etkisiyle

parcalanir ve saf fenolik bilesikler elde edilir. Bu
¢alismada da bu hipotez Tunceli Dag Sarimsagi
kullanilarak aragtirilacaktir.

Materyal ve Metot

Materyal

Bu calisma icin kullanilan A. tuncelianum,
Tunceli ilinde bulunan Munzur Dagi’'nin Ovacik
ilcesi yoniine bakan yamaclarindan agustos ayinin
haftasi  icerisinde
Universitesi Edebiyat Fakiiltesi

BolimU Botanik Anabilim Dal

ikinci toplandi.  inénii

Fen Biyoloji
tarafindan tir
tespiti dogrulandi. Ekstrakte edilene kadar +4 °C’
de buzdolabinda muhafaza edildi. Kuru madde
miktar belirleme islemi Agbas ve ark., (2013)
yontemi esas alindi. Sarimsak ornekleri etiv
firninda 103°C’ de 3 saat bekletmek suretiyle
sabit tartima getirildikten sonra kuru madde

miktarlari belirlendi.

Metot
Infiizyon ile ekstraksiyon

Ekstraksiyon islemi LC-MS/MS calismalari igin;
su, metanol, etanol ve % 50 (v/v) etanol-su ¢6zlicu
karisimlari  kullanildi. ezilen

Havanda iyice



Takim, 2020. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 24(1): 44-52

1/10
olacak sekilde ¢oziicl ilave edilip agzi kapali olarak
24 saat calkalayicida karistirildi. Sari-yesil renkte

sarimsak Uzerine Sarimsak/¢6zlici orani

ekstreler elde edildi. Ekstreler siizme islemine tabi
tutulup, evaporator ve liyofilizator kullanilarak
¢Oziculeri uzaklastirildi. Yas sarimsaktan 10 g
alinarak ekstraksiyon yapildi 15-25 g
araliginda kuru ekstreler elde edildi. Evaporator

ve

ve liyofilizatorde c¢oziiclleri uzaklastirilarak elde
edilen kuru maddenin hava ile fazla temasina izin
veriimeden +4°C de buzdolabinda,
zamanina kadar muhafaza edildi (Takim ve ark.,
2018). LC-MS/MS analiz sonuglari hesaplanirken
toplam kuru madde orani
hesaplandi. Ayrica sonuglarin standart sapma ()

analiz

dikkate alinarak

degeri Analit degeri sonucu *U degeri/100
formll ile hesaplandi (Taban ve ark., 2013; Agar
ve ark., 2015).

Hidrolizasyon ile ekstraksiyon

Bu yontemde Hertog ve ark., (1992) kullandigl
metot, Tunceli Dag Sarimsagi icin uyarlanmistir.
Tunceli Dag Sarimsagl ornekleri havanda iyice
parcalandiktan sonra 10 g tartilmigtir. Bir erlen
icerisine alinarak Gzerine; 40 mL % 62.5 metanol
ve 10 mL 6 M HCI eklenmistir. Agz1 kapal olarak
su banyosunda; 80 °C'de, 2 saat bekletilmistir.
Biraz bekleyip 6rnek soguduktan sonra Whatman
lik
filtreden gegirilmistir. Stzlintlinin 20 pl’si LC-
MS/MS cihazina enjekte edilmistir.

No:4 filtre kagidindan stzilip 0.45 pm

Fenolik bilesiklerin LC-MS / MS ile tayini

Bu kapsamda Allium tuncelianum ekstrelerinde
biyoaktif bilesen analizi, LC-MS/MS ile analizi
25
gelistirilen yontemin validasyon calismalari ve

yapilmistir. fenolik madde kullanilarak
analizleri; Harran Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarinda yapilmistir. Bitki materyallerinde
yaygin olan bu fenolik bilesikeri flavonoidler,
flavonoid glikozitler, hidroksisinamik ve
hidroksibenzoik asitler olarak siniflandirmak
mumkiandiar. LC-MS/MS ile fenolik bilesiklerin
analizi, ikili MS cihazi baglanmis bir Nexera modeli
Shimadzu HPLC  kullanilarak  yapildi.  Sivi

kromatografisi LC-30AD ikili pompa, DGU-20A3R
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degazor, KTO-10AS vp kolon firini ve SIL-30AC

otomatik ornekleyici ile donatiimistir.
Kromatografik ayirma, C18 ters-faz analitik kolonu
Inertsil ODS-4 (150 mm x 4.6 mm, 3 um) ile
40°C'de sabit

tutuldu. Elisyon gradienti mobil faz A (su, 5mM

gerceklestirildi. Kolon sicaklig
amonyum format ve % 0.1 formik asit) ve mobil
faz B (metanol, 5mM amonyum format ve % 0.1
formik asit) ile olusturuldu. Gradient programi B
¢Ozlcuslinliin asagidaki degerlerine gore t (dk)
uygulanmistir. B %: (0.40), (20.90), (23.99),
(24.40), (29.40). Cozucu akishizi: 0.5 mL/dk olarak
ve enjeksiyon hacmi 4ulL olarak
MS tespiti Shimadzu LC-MS 8040

modeli Gg¢ll, dort kutuplu ve hem pozitif hem

uygulandi
ayarlandi.

negatif iyonizasyon modlarinda ESI kaynak isletimi
ile donatilmis kitle spektrometresi kullanilarak
yapildi. LC-MS/MS verileri Lab Solutions yazilimi
(Shimadzu, Kyoto, Japonya)
hesaplamalar yapildi. Coklu reaksiyon takip islemi
(MRM)
Deneyde her bir bilesik analizi

ile elde edilerek

modu analizi 6lgmek i¢in kullanildi.

icin U¢ kez
uygulama yapildi. Birinci kantitatif sonuclar icin
ikinci ve Uglincl analizler ise teyit igin yapildi.
(ESI)
parametreleri; 350°C ara yuz sicakhgl, 250°C DL
sicakligl, 400°C is1 blogu sicakligi, 3L/dk. Nebullizer
gaz akisl ve 15 L/dk. kurutucu gaz akisi olarak

belirlendi (Koksal ve ark., 2017).

Optimum Electrospray lonization

Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Kuru madde analiz sonuglari

Sarimsak orneklerinin kuru madde miktarlari
analizi sonucu; % 61.92 oraninda nem ve % 38.08
tespit edildi.
Sonuglar bu oran dikkate alinarak hesaplandi.

oraninda kuru madde icerdigi
Bitki orneklerinde icerik analizi yapilirken, kuru
madde miktarinin belirlenmesi sonucun daha
anlamli ve hesaplanabilir olabilmesi acisindan
onem teskil etmektedir. Literatlirde sarimsakla
ilgili diger icerik analiz calismalarinda da kuru
madde esasi dikkate alinarak hesaplanmistir.
(2013) vyaptiklari

Sarimsak yumrularinda kuru madde ilkesine gore

Taban ve ark,, calismada;

3.535-9.330 mg kg-1 selenyum saptamisken, bu
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deger taze agirlik ilkesine gore hesaplandiginda;
0.884-2.333 mg kg-1 arasinda belirlenmistir.
Genel ortalama, kuru madde ilkesine gore 6.488
mg Se kg-1 iken, taze agirhk ilkesine gore ise
1.622 mg Se kg-1 olarak saptandigini rapor

etmislerdir.

Standart karisimin LC-MS/MS validasyon ¢calisma
bulgulari

Standart karisimda bulunan; 25 fenolik bilesige
ait LC-MS/MS validasyon cgalismasinin sonuglari
Cizelge 1’ de verilmistir.

Cizelge 1. Standart karisimin LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreleri.
Table 1. Analytical parameters of the standard mixture for LC-MS/MS analysis method.

Standartlar Ana iyon RSD %° LOD/LOQ Geri u® RT® R*® Denklem
Standards (mz7)® RSD %" (ngLh© kazanim u“ RT ¢ R?® Equation
Main ion LOD/LOQ (%)
(mz?)° (ngLh© Recovery
(%)

Kuersetin 300.90 0.0136 22.5/25.7 1.00130 0.0298 6.091 0.999 Y=(13.7831)X+(-146.951)
Quercetin
Asetohidroksamik Asit 43.01 0.0082 2.8/8.2 1.00075 0.0167 1.986 0.999 Y =(150.982)X + (23.1833)
Acetohydroxamic Acid
Katesin Hidrat 152.95 0.0236 8.2/11.4 0.99404 0.0523 4.958 0.999 Y =(79.2933)X + (-2406.22)
Catechin hydrate
Vanilik Asit 166.90 0.0062 125.5/142.2 1.00093 0.0208 6.026 0.997 Y = (48.0522)X + (-876.904)
Vanillic Acid
Resveratrol 227.0 0.0131 9.0/13.6 0.9985 0.0265 5.713 0.997 Y =(46.4361)X + (-1314.61)
Resveratrol
Fumarik Asit 115.00 0.0047 25.2/31.3 0.99748 0.0116 3.674 0.998 Y =(20.2986)X + (-762.592)
Fumaric Acid
Gallik Asit 168.85 0.0136 0.90/1.6 1.00004 0.0288 4.134 0.999 Y = (65.3835)X + (-2699.84)
Gallic acid
Kafeik Asit 178.95 0.0137 6.3/10.7 1.00917 0.0254 5.283 0.996 Y =(124.785)X + (-487.132)
Caffeic Acid
Floridzin Dihidrat 436.5 0.0564 61.0/207.0 1.0001 0.1272 Y =(33.4069)X + (-1396.90)
Floridzin Dihydrate 5.646 0.998
Oleropin 377.123 0.0694 0.05/1.0 0.997 0.1364 5.643 0.998 Y =(25.9240)X + (-558.916)
Oleuropein
4-Hidroksisinamik Asit 222.95 0.0139 8.7/16.1 1.00164 0.0281 5.738 0.995 Y =(13.1516)X + (717.421)
4-Hydroxy Cinamic Acid
Elagik Asit 301.00 0.0856 0.101/0.333 1.00232 0.154 5.895 0.999 Y =(5.25903)X + (-1167.31)
Elagic Acid
Mirisetin Y = (37.0934)X + (2684.23)
Myricetin 317.00 0.0079 55.4/59.6 0.99982 0.0148 5858 0.999
i”’tOkates'k asit 152,95  0.0129 30.3/35.4 1.01070 00243  4.96 0.997  Y7(307.55)x+(31226.26)

rotocatechuic acid
Silimarin 482.00 0.0138 0.5/1.2 0.9984 0.0302 5.987 0.995 Y =(31.9969)X + (-1823.79)
Silymarin
g':'d"’ks' 14Naftakinon 206.5 0.0121 0.5/1.5 0.9989  0.0256 6.58 0997  Y=(203.469)X + (29033.1)

-Hydroxy 1.4
Naphthaquinone
Pirokatekol 109.00 0.0134 22.7/28.6 0.9998 0.0258 6.42 0.998 Y=(32.87)X + (15856)
Pyrocatechol
Naringenin 270.95 0.0205 5.4/6.4 0.99883 0.0521 6.104 0.995 Y =(317.241)X + (33733.3)
Naringenin
Luteolin 284.75 0.0057 0.5/2.5 1.00772 0.0174 6.19 0.997 Y =(34.6668)X + (3721.79)
Luteolin
Kemferol 284.75 0.0144 206.6/214.3 0.99971 0.0209 6.288 0.999 Y =(2.63905)X + (-206.494)
Kemferol
Kurkumin 369.30 0.0598 0.1/0.75 1.0121 0.1023 6.516 0.996 Y =(227.706)X + (-10111.1)
Curcumin
Timokinon 165.08 0.0766 1.5/4.5 0.9986 0.1482 6.632 0.999 Y = (60.4553)X + (2285.92)
Thymoquinone
Alizarin 239.05 0.035 65.2/77.5 0.9667 0.0794 6.800 0.998 Y =(3.97487)X + (1614.23)
Alizarin
4-Hidroksibenzoik Asit 136.95 0.0154 30.5/40.25 0.99662 0.0426 6.130 0.998 Y =(735.804)X + (-498.102)
4-Hydroxybenzoic Acid
Salisilik Asit 136.95 0.0124 4.2/7.6 1.00989 0.0258 6.104 0.999 Y =(746.369)X + (6072.41)
Salicylic acid

? Ana iyon(my/z): Standard bilesiklerin molekiiler iyonlari (m/z orani), > RSD: Bagil standart sapma, ©LOD/LOQ, (pg/L): Belirleme siniri/Tayin siniri, © U (%): 95%
gliven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2), € RT: Alikonma zamani, R% Belirleme katsayisi)

@ Main ion (m/z): Molecular ions of standard compounds (m / z ratio), ® RSD: Relative standard deviation,  LOD/LOQ (ug/L): Determination limit / Detection
limit, ‘U (%):Relative standard uncertainty at 95% confidence level (k=2), ° RT: Retention time, ! R?: Determination coefficient

Analitik yontemin uygulanabilirligi ve standart
bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tayini bu verilerle

dogrulanmistir.  Calisilan standart bilesiklerin
dogrusal regresyon alintilari ve dogrusallik
arahklari Cizelge 1'de verilmistir. Korelasyon

katsayilari 0,99'dan yiksek bulunmustur. Analitik
yontemin tespit limiti (LOD) ve nicelik limiti (LOQ),
Cizelge 1'de gbosterildi. incelenen bilesikler igin,
LOD; 0.5-206.8 pg/L arasinda degisti ve LOQ; 0.1-
214.3 pg/L arasinda degisti.

Ayrica, fenolik
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bilesiklerin geri kazanimlari; % 96.6 ila% 101.1

arasinda degismektedir. Literatiirde fenolik
bilesen analizi igin yapilan metod validasyon
¢alismalari fazlasiyla mevcuttur. Bizim validasyon
sonuglarimiz, literatlirdeki verilerle paralellik arz
etmektedir ve korelasyon araliklari literatir
verilerindeki sinirlar igerisinde bulunmustur. Zhu
(2012) vyaptiklan

calismasinda;

ve ark., metod validasyon

tim  kalibrasyon  egrilerinin
korelasyon katsayilari 0,9990'dan yiksek, geri
% 95.9 ile% 106 arasinda

degismekte oldugunu belirlemislerdir. Yine Agar

kazanimlarin ise
ve ark., (2015) Achillea turleri igin yaptiklari LC-
MS/MS validasyon galismasinda; LOD: 0.05-25.8
Mg LY ve LOQ: 0.17-85.9 Mg L" arasinda
degistigini, ayrica, fenolik bilesiklerin
% 96.9 % 106.2

rapor ederek, bizim sonuglarimizla

geri

kazanimlari; ile arasinda
degistigini

ortlisen veriler elde etmislerdir.

TDS farkl ekstraksiyonlarinin LC-MS/MS &l¢iim
sonuglari

TDS farkli LC-MS/MS
sonuclari Cizelge 2’ de verilmistir. Bu sonuclara

ekstraksiyonlarinin

gore; toplam 25 fenolik bilesik igerisinden, 16
tanesi TDS farkli ekstraktlari igerisinde tesbit
edilebilmistir. Etanol ekstresinde 15; Metanol
ekstesinde 12; etanol/su (1/1) ekstresinde 15; su
11 ve
icerisinde ise 13 fenolik bilesik tespit edilmistir.

ekstresinde hidrolize edilmis ekstre

Cizelge 2’de yeralan sonuglara gore; TDS'nin
major fenolik bilesiklerinin; pirokatekol, vanilik
asit ve fumarik asit oldugu sonucuna varilmistir.
Ayrica 4-Hydoxycinamic asit, kuersetin ve kafeik
asitin  ikincil major komponentler olduklar
anlasiimaktadir. TDS nin fenolik iceriginin cesitlilik
acisindan zengin, ancak miktar acisindan fakir
oldugu belirlenmistir. Alarcon-Flores ve ark.,
(2014) kiltir sarimsagi

yaptiklari

(Allium sativum) igin

fenolik bilesen analizinde, major
komponent olarak; kafeik asit (1.7 ila 28.3 mg kg
') ve kuersetin (9.0 ila 18.9 mg kg™) bilesiklerini
belirlemistir. Onlarda tipki bizim gibi, genel olarak
sarimsagin toplam iceriginin, diger matrislere gore
¢ok daha dusiik oldugunu belirlemislerdir. Simin

ve ark., (2013) Allium flavum metanol ekstreleri
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LC-MS/MS
analizinde, major komponent olarak; ferulik, p-
kafeik,
protokatekik ve siringik asit, rutin, kuersetin ve
Bu
sonuca gore bizim calistigimiz sarimsak tirinde

icin yaptiklar ile fenolik bilesen

kumarik, p-hidroksibenzoik, vanilik,

kaempferol bilesiklerini tespit etmislerdir.

tespit ettigmiz fenolik bilesenler, hemen hemen

ortak olmakla beraber, komponent

noktasinda birbirlerinden farkliik arz ettikleri

major

gorilmektedir. Farkli sarimsak tirlerinin major
komponentleri birbirinden farkh olabilmektedir.
Nitekim Emir ve ark., (2020) yaptiklari ¢alismaya
gore; Allium nigrum L. ve Allium subhirsutum L.
sarimsak  tdrlerinin komponentleri;
3-hidroksibenzoik

epigallokatesin gallat olarak bulunmustur. Phan

major

asit, kumarik asit ve
ve ark (2019), Avusturalya'da yetistirilen kaltlr
sarimsaginda (Allium Sativum L.) yaptiklari LC-
MS/MS analizinde,

kumarik

major komponentin para

asit ve ferulik asit oldugunu

bildirmislerdir. Bu sonuglar bizim c¢alstigimiz
TDS'indaki sonuglarla farklihk gostermektedir. Bu
bu kaltar

sarimsagi ve diger endemik sarimsaklardan icerik

sonuclar ise; sarimsak tlrdndn,

olarak farkli olduguna isaret etmektedir.

Ekstraksiyonda ¢ozich farklihginin  major
komponenti belirlemede olduk¢a 6nemli oldugu
Clnku

kullanildiginda

gorilmustir. saf etanol ve metanol

¢cOzlictleri major komponent;

vanilik asit iken, ¢Ozlici olarak su tercih
edildiginde major komponentin; pirokatekol ve
fumarik asit oldugu belirlenmistir. Diger bilesenler
komponentin
kattig

anlasilmistir. Ekstraksiyon yontemi degistiginde;

icin ise; ¢Ozlcli degisiminin,

miktarina olduk¢ca oOnemli degisiklikler

fenolik bilesiklerin cesitliligininde arttig
gortlmustir. Bu durum ise, bitkilerdeki fenolik
farkh

onemli

bilesen karekterizasyonunda, yontemler

oldugunu
de
sonuclarimizi desteklemektedir (Hamuel, 2012;
Noda ve ark., 2013; Khoddami ve ark., 2013).
bitkilerde
esterlesmis veya glikosile edilmis formda bulunur.
Asidik ve alkali hidroliz, fenoliklerin bitkilerden

ve

kullanilmasinin,  oldukca

gostermistir.  Literatlir  verileri bizim

Fenolik asitler genellikle serbest,

izole edilmesinde kullanihr fenoliklerin
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ekstrakttaki stabilitesi icin onemlidir (Haghi ve
Hatami, 2010; Vichapong ve ark., 2010). Ylnla ve
Kir (2016) sogan ve sarimsak (zerine yapmis
olduklari calismada; g farkli yontemle hazirlanan
ornekler igin en iyi ekstraksiyon yonteminin, 1,2
M HCI iceren %50 metanol ile 80 °C’'de 2 saat

hidrolizasyon oldugunu bildirmislerdir. Pring,
bugday, tritikalede
hidrolizasyon ¢alismalarinda fenolik asitlerin,

gavdar ve yapilan

hidrolize edilmesiyle daha iyi karakterize edildigi
gosterilmistir (Weidner ve ark., 1999).

Cizelge 2. Farkh ekstraksiyon yontemi ve farkh ¢ozgenler kullanilarak, 25’lik yéntemle yapilan LC-MS/MS analizine ait sonuglar
Table 2. Results of by using 25 standard compounds LC-MS/MS analysis using different extraction methods and different

solvents.

N Etanol Su Etanol/Su (1/1) Metanol Hidroliz

gmg:z::/ff;ﬁf;t (ugL?) (ug L) ] (ugL?) (ugL?) ; (ug L) ;
Ethanol Water (ug L) Ethanol/Water (1/1) Methanol (ug L™) Hydrolysis(ug L™)
(ug L) (ug L")

Kuersetin 145.65+0.43 176.67+0.052 47.95+0.014 109.93+0.033 34.78+0.011
Quercetin
Asetohidroksamik Asit 10.03+0.002 N.D. 11.88+0.002 N.D. N.D.
Acetohydroxamic Acid
Katesin Hidrat 25.6910.013 33.79810.017 24,30110.013 27.33610.014 18.04+0.009
Catechin hydrate
Vanilik Asit 1554.0+0.24 1305.96+0.275 1887.24+0.397 1627.19+0.338 1277.84+0.265
Vanillic Acid
Resveratrol 69.1+0.018 31,14+0.008 98.31+0.026 23.88+0.0063 15.61+0.004
Resveratrol
Fumarik Asit 1412.2+0.29 1812.34+0.211 344.08+0.039 576.660.066 2 055.02+0.427
Fumaric Acid
Gallik Asit 4.41+0.0012 3.40+0.004 6.11+0.002 3.69+0.001 2.54+0.0007
Gallic acid
Kafeik Asit 12.18+0.0031 N.D. 10.93+0.002 210.81+0.054 N.D.
Caffeic Acid
Floridzin Dihidrat N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Floridzin Dihydrate
Oleropin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Oleuropein
4-Hidroksisinamik Asit 135.5+0.0381 301.52+0.008 26.19+0.007 171.35+0.048 447.44+0.125
4-Hydroxy Cinamic Acid
Elagik Asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Elagic Acid
Mirisetin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Myricetin
Protokatesik asit N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Protocatechuic acid
Silimarin
Silymarin 7.74+0.0023 12.42+0.0037 N.D. 6.29+0.0019 N.D.
2-Hidroksi 1.4Naftakinon N.D N.D. N.D. N.D. 1.701+0.0004
2-Hydroxy 1.4
Naphthaquinone
Pirokatekol
Pyrocatechol N.D 14018.98+3.61 7509.64+1.937 N.D N.D
Naringenin 3.32+0.0017 N.D. 4.37+0.002 N.D. 3.33+0.0017
Naringenin
Luteolin N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Luteolin
Kemferol N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Kemferol
Kurkumin 1.25+0.0013 N.D. 1.61+0.0016 1.060.0018 0.86+0.0008
Curcumin
Timokinon N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Thymoquinone
Alizarin 19.98+0.0158 N.D. 17.62+0.013 28.92+0.022 17.62+0.014
Alizarin
4-Hidroksibenzoik Asit 20.06+0.0085 7.87+0.003 29.13+0.012 32.24+0.014 5.51+0.002
4-Hydroxybenzoic Acid
Salisilik Asit 10.12+0.0026 25.91+0.006 20.31+0.005 N.D. 37.35+0.009
Salicylic acid

N.D.;Tespit edilemedi, +; standart sapma degeri), ug; Mikro gram, L; Litre
N.D.; No detected, +; The standard deviation value, pg; Micro gram, L; Liter
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Farkli c¢oziiciler de fenolik bilesiklerin
karekterizasyonunda farkli sonuglara neden
olmaktadir.  Clnkl  ¢ozlculerin  polaritesi

birbirinden farkhdir, bu ylzden polaritesi birbirine
en yakin olanlar (¢6ziinen/¢6zgen) birbirinde daha
iyi ¢c6zlinlir ve bu durum da sonuca olumlu olarak
etki eder. Genellikle metanol en iyi ¢6zlici olarak
nitelendirilmektedir. Potentilla atrosanguinea’nin
farkh
bilesenler Uzerindeki etkisi UGzerine yapilan bir

¢cOzlcllerle ekstraksiyonunun, fenolik
arastirmada; % 50 sulu etanol ¢6ziiclisinin, saf
etanol, saf metanol ve % 50 sulu asetondan daha
verimli oldugunu gostermislerdir (Kalia ve ark.,
2008). bitkilerin fenolik

bilesenlerinin kaynaklanabilir.

Bu farkhhliklar, ilgili
Ozelliklerinden
Optimum ekstraksiyon ¢oziliclisiniin segilmesine
ek olarak, bitkilerden elde edilen fenoliklerin
verimini etkileyen, zaman ve sicaklik gibi iki
onemli parametre daha vardir. Normal olarak,
artan zaman ve sicaklk, analit ¢ozinUrlGgunu
birlikte,
fenolikler, uzun ekstraksiyon sireleri ve yiksek

arttirir.  Bununla bitkilerde bulunan
sicakliklar nedeniyle enzimatik oksidasyon gibi
istenmeyen reaksiyonlara maruz kalir ve bozulur
(Khoddami 2013).

ekstraksiyon isleminde, bir teknik ve bir ¢dzgenle

ve ark., Bu sorunlar ise;
sinirh kalinmamasi ve tekniklerin gesitlendirilmesi
gerektigi sonucunu dogurmaktadir.

Fenolikleri ekstrakte etmek igin en yaygin
kullanilan teknikler organik veya inorganik olan
solventler  kullanmaktir.

Ekstraksiyon siresi,

sicaklik, solvent-numune orani, numunenin
tekrarlanan ekstraksiyonlarinin sayisi ve ayrica
solvent tipi dahil olmak Uzere cesitli parametreler
fenoliklerin verimini etkileyebilir. Su, aseton, etil
asetat, alkoller (metanol, etanol ve propanol) ve
bunlarin karisimlari gibi 6zltleme c¢o6zlcilerinin
secimi, cikarilan fenoliklerin verimini etkileyecegi
literatir verilerinde mevcuttur (Khoddami ve ark.,

2013).

Sonuglar

Bu calismada; 25 fenolik bilesik kullanilarak,
yeni bir LC-MS/MS metodu gelistirilmistir. TDS

iceriginde toplam 25 farkh fenolik bilesen

taranmis ve 16 fenolik bilesenin var oldugu tespit
edilmistir. Tek bir ¢ézgen, ya da tek bir yontemle
1312  adet
edilebildigimiz halde, ekstraksiyon yonteminin ve

ortalama fitokimyasal  tespit
kullanilan ¢6zgenin degismesi sonucu, bu sayl 16
adete cikmistir. Yani tespit edilen bilesik orani %
60  artmistir.

Ayrica tium  parametreler

karsilastirildiginda;  ekstraksiyon yontemi ve
¢ozgen farkhligi, toplam 8 fenolik bilesigin tespit
edilmesini saglamistir. Ornegin; 2-Hidroksi 1-4-
hidroliz

ekstrelerde tespit edilebilmistir. Ayrica prokatekol

Naftakinon bilesigi, sadece edilen

gibi, TDS' inda tespit edebildigimiz ylksek miktarh
bilesik olma 6zelligine sahip olan komponent ise;
sadece suyun ¢Ozlcli oldugu sistemlerde
sarimsakta
tek bir

¢Ozgen ve yontemin yeterli olamayacagi sonucuna

gorilebilmistir. Bu verilere gore;

fitokimyasal bilesiklerin aranmasinda,
varilmistir.
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