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Analysis of Secondary Metabolite Contents of Some Plants by HPLC

Abstract: Identification and quantification of secondary metabolite compound
profiles of plants is an important tool for food quality and authenticity assessment.
In this context, the aim of this study was to determine secondary metabolite
compounds of four plants. Rhus coriaria L. (Anacardiaceae)., Tilia tomentosa
Moench., Rheum ribes L., and Rubus caesius L. secondary metabolite compounds
were analyzed by HPLC. Twenty different compounds were used as standards for
the analysis performed by HPLC. The most abundant compounds among the
determined compounds were determined as hydroxybenzoic acid, Gallik acid,
ascorbic acid and alizarin.
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GIRIS

Bitkilerden elde edilen ilaglar, yiizyillardir insanlarin saglik sorunlarini gidermede 6nemli bir
rol oynamistir. Diinya Saglik Orgiitii'niin raporlarma gore, gelismekte olan iilkelerdeki niifusun
%80'ine yakmi saglik bakimi i¢in geleneksel tibba miiracaat etmektedir (Kumar et al., 2021).
Gilinlimiizde, bitkilerin yapisindaki fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve analizi i¢in ¢ok ¢esitli analitik
teknikler kullanilmis ve ¢ok sayida yeni bilesik tanimlanmustir. Fenolik bilesenlerin ¢ok c¢esitli
biyolojik aktiviteye sebep olduklar1 ortaya konmustur (Das et al., 2018). En basit molekillerden en
karmasiga kadar on binden fazla fenolik bilesik tanimlandig1 rapor edilmistir (Lopes et al., 2023). Bu
bilesiklerden olan metil gallat, kuersetin, ellagik asit, gallik asit, kuersetin, protokatekuik asit metil
esteri, kafeik asid (Tran et al., 2017), kaempferol kafeik asit, ve kuersetin (Hossen et al., 2015)
kromatografik tekniklerle tanimlanmistir (Yang et al., 2024). Yogun fenolik bilesik seviyeleri
nedeniyle gesitli bitkiler oksidatif reaksiyonlar1 azaltmada biiylik 6nem tasimaktadir. Reaktif oksijen
tirleri (ROS), tiretimi ve atilimi arasinda bir dengesizlik oldugunda, proteinler, membran lipitleri ve
DNA gibi hiicresel bilesenlere ciddi hasar verebilir (Freile-Pelegrin & Robledo, 2013).

Rubus caesius L. (Kara tiziim) icerdikleri fenolik bilesikler iki gruba ayrilabilir: flavonoid
olmayan ve flavonoid bilesikler. Antosiyaninler, iiziimlerde ve saraplarda renklere neden olan bir
polifenol ailesidir (Gawel, 1998). Flavonoller, aciliga neden oldugu kirmizi sarap rengini etkiledigi
(Schwarz et al.,, 2005) ve antioksidan aktivite gosterdigi (Plumb et al., 1999) bilinmektedir.
Uziimlerdeki fenolik bilesiklerin varligi olgunluk asamasma, {iziim ¢esidine, iiretim alanine,
mevsimsel kosullar gibi faktorlere baghidir (Gdmez-Alonso et al., 2007; Ojeda et al., 2002).

Tilia tomentosa Moench. (Ihlamur) Tiliaceaec familyasindan, Macaristan, Balkanlar, bati
Tiirkiye, giineydogu Avrupa ve gilineybati Asya'ya 6zgii bir tlirdiir ve orta rakimlarda goriliir. 20-35
m'ye kadar boylanan, yuvarlak ila licgen oval, genis yapraklara sahip, dalin alt tarafindaki yogun beyaz
tiyli tiiylerden taninabilen yaprak doken bir agactir. (Peev et al., 2009). Balgam sokturici, idrar
soktiiriicii, terletici, spazm giderici, ve yatistirict etkilere sahip olduklar belirtilmis olup grip, oksiiriik,
migren, sinirsel gerginlik, yutma sorunlari, ¢esitli spazm tiirleri ve karaciger ve safra kesesi
rahatsizliklarmin tedavisinde kullanilmustir. flac icin iddia edilen tibbi 6zellikler flavonoidlerine, ugucu
yag ve musilaj bilesenlerine atfedilmistir (Toker et al., 2004).

Usgun olarak da bilinen Rheum ribes L., Polygonaceae familyasina aittir. Bu bitki ytiksek
rakimlardaki kayalik ve engebeli alanlarda yetigir. Tiirkiye'nin Dogu Anadolu bolgesine 6zgii olan bu
bitki, Rheum cinsinin tek tiiriidiir. Yapraklari yesil ve kirmizi olup ¢igekler kiigiik ve saridir. Yaprak
saplar1 ve taze gdvdeler ¢ig olarak veya pisirilerek tiiketilebilir (Oztiirk & Ozgelik, 1991). R. ribes'in
atilan kabuklar, saglik, kozmetik, gida ve ilag sektorlerinde umut vadeden uygulamalara sahip
bilesenler tasir. Sasirtict bir sekilde, potansiyellerine ragmen, bu kabuklardan elde edilen bilesiklerin
ozellikleriyle ilgili ¢ok az bilimsel kanit vardir(Yolbas, 2024).

Rhus coriaria L. (Anacardiaceae) L. (Sumak) cinsi, Anacardiaceae familyasina ait en biylik
cinslerden biridir ve diinyanin iliman ve tropikal bolgelerine dagilmis 250'den fazla tiire sahiptir. Rhus
tirlerinin ilging biyolojik ve besin degerlerine sahip oldugu bildirilmistir. Birgok Rhus tiirii, farkl
kiiltirlerin geleneksel bitkisel ilaglarinda bir¢ok rahatsizlig1 tedavi etmek i¢in recete edilmistir(Elagbar
etal., 2020).

Cesitli dogal gida iiriinlerindeki sekonder metabolitleri tanimlamak ve 6lgmek HPLC analizi
kullanilarak gergeklestirilir. Bu bilesiklerin analizleri, bir¢ogu polarite gibi benzer kimyasal 6zelliklere
sahip olan bir¢ok farkli sekoner bilesik icerdiginden tiim eluentlerin tamamen ayrilmasi son derece
zordur (Mizzi et al., 2020). Sivi kromatografisi basit isletim, diisiik maliyet, yiiksek hassasiyet, ve
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miikemmel segiciligi nedeniyle numunelerdeki elektroaktif oksidatif veya indirgeyici bilesiklerin
analizinde tercih edilmektedir (Brooks et al., 2019; Hayes et al., 2020).

MATERYAL ve YONTEM
Bitki NUmuneleri

Rubus caesius L. (Kara iiziim), [gdir (Hoshaber), merkezde (39°54'17.7"N 43°58'03.0"E), Tilia
tomentosa Moench. (Ihlamur) Igdir Merkez (Suveren koyii) (39.810599, 44.077754), Usgun olarak da
bilinen Rheum ribes L., Igdir orta Alican koyli Aras nehri (40.016930, 44.167621), Rhus coriaria L.
(Anacardiaceae)L. Adiyaman merkez 37.785636, 38.266298 (Sumak) (37.785636, 38.266298)
civarlarindan toplanmustir.

Ekstraktlarin hazirlanmasi

600 ml bolan i¢ine 250 ml metil alkol 250 ml kloroform birebir oranda alindi. 20 gr 6giitiilmiis
nliimune ile yaklasik 72 saat muamele edildi. Daha sonra siiziilen {iriin rotary evaporator ile solvenler
uzaklastirildi. Ede edilen ekstrak *4 °C buzdolabinda muhafaza edildi.

HPLC ile Fenolik Icerik Analizi

Bitkinin 10 mg metanol 6ziitii, dereceli bir sisede 1 mL asetonitril-su (h/h, 50:50) icinde ¢ozulda.
Karigim 3 dakika boyunca vorteksle homojenize edildi ve 5 dakika boyunca 10000 rpm'de santrifiij
edildi. Ustteki sivi, mikro gozenekli bir filtre (0,45 pm) kullanilarak filtrelendikten sonra siselere
aktarildi. Daha sonra, HPLC analizi ile fenoliklerin kantifikasyonu 1260 infinity II sivi kromatografi
Sistemleri (Agilent, ABD) ile gerceklestirildi.

Analiz i¢in ters fazli bir HPLC kolonu (Acegenerix5c18 kolonu (4,6 x 250 mm), 5 um, agilent
1260 infinity serisi) kullanildi. Kromatografik ayirma, mobil faz A (su icinde %0,1 fosforik asit) ve
mobil faz C: (100% asetonitril igceren) ile gerceklestirildi. Akis hiz1 0,8 mL/dakikaya ayarlandi, kolon
30C'de termostatik olarak kontrol edildi ve enjeksiyon hacmi 10 pL idi. Gradyan ellisyonu zamani
asagidaki gibidir.

A C
0 83 17
7 85 15
20 80 20
24 75 25
28 70 30
30 60 40
32 50 50
36 30 70
40 83 17

Calismanin kromatogramlari, analiz edilen bilesiklerin emilim maksimumlarma gore iki fvd
dalga boyunda (300 ve 200 nm) bir fotodiyot dizisi UV dedektorii kullanilarak tespit edildi (Tirkan et
al., 2020).
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BULGULAR VE TARTISMA

Bitkiler, yeni biyolojik olarak aktif bilesiklerin zengin bir kaynagini saglar. Biyolojik ve
kimyasal taramalar, ilging yeni bitki bilesenlerini hizla tespit etmek ve izole etmek i¢in tamamlayici
yaklasimlardir. Biyolojik aktif bilesik taramalar1 kiitle spektrometrisi (LC/MS), niikleer manyetik
rezonans (LC/NMR), yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) gibi cihazlar kullanilarak
yapilmaktadir (Hostettmann & Wolfender, 1997). Sekonder metabolitlerin karakterizasyonu, 6zgunlik
degerlendirmesi ve gida kalitesi i¢in oldukg¢a 6nemli bir aractir (Karadag et al., 2021). Anacardiaceae
Rhus coriaria L., Tilia tomentosa Moench., Rheum ribes L., Rubus caesius L. sekonder metabolit
bilesikleri HPLC ile analiz edildi ve Tablo 1-4 ve Sekil 1-4'te sunuldu.

Ihlamur (Tilia tomentosa) bitkisinin methanol ekstraktinin HPLC ile analizinde Ascorbik asit,
gallikasit, protokatekuik asit, katesin, Hidroksibenzoik asit, vanillik asit, gentisik asit, p-kumarik asit,
rutin, ferulik asit, naringin, o-kumarik asit, neohesperidin, kumarin, quersetin ve alizarin
bilesiklerinden farkli miktarlarda tespit edildi. En yogun bulunan seconder metabolitler gallik asit
(139.04 ng/ul), alizarin (33.81408 ng/ul) ve askorbik asit (28.26913 ng/ul) olarak tespit edildi tablo 1
ve sekil 1 de gosterilmistir. Kivrak ve ark. (Kivrak et al., 2017) UPLC-ESI-MS/MS ile yaptiklari
analizde Tilia tomentosa bitkisinde major fenolik bilesikler olarak 3,4-dihidroksibenzaldehit, 3,4-
dihidroksibenzoik asit, ferulik asit, mirisetin ve rutin bulunurken minér bilesikler olarak 4-hidroksi
benzoik asit, vanilik asit, kaempferol ve katesin hidrat tespit etmislerdir.

Tablo 1. Ihlamur (Tilia tomentosa) bitkisinin methanol ekstraktinmin HPLC ile fenolik iceriklerinin analizi
Table 1. Analysis of phenolic contents of methanol extract of linden (Tilia tomentosa) by HPLC

No RetTime Area Amount Standart Bilesikler
[min] [mAU*s] [ng/ul]
1 3.390 1986.39722 28.26913 Askorbik asit
2 4311 2149.25586 139.03965 GallikAsit
3 5.733 165.18214 5.84547 Protokatekuik asit
4 6.417 56.12614 2.79259 Katesin
5 8.603 213.06624 8.87579 Hidroksibenzoik asit
6 9.832 162.17264 4.03419 Vanillik asit
7 10.320 19.58216 5.94548 Gentisik asit
8 17.391 81.93633 5.56936 p-coumaric asit
9 19.010 45.09513 1.70261 Rutin
10 20.110 73.18573 2.17525 Ferulik asit
11 27.360 57.60483 2.95112 Naringin
12 28.431 256.04654 8.06852 o0-komarik asit
13 29.500 82.51116 6.62981 Neohesperidin
14 30.936 4.32998 4.92740 Kumarin
15 32.399 - - Resveratrol
16 34.780 68.78664 1.86050 Quersetin
17 5.462 - - trans-Sinnamik asit
18 36.732 - - Hesperidin
19 38.786 330.88345 33.81408 Alizarin
20 40.769 - - Flavon
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Sekil 1. Ihlamur (Tilia tomentosa) bitkisine ait methanol ekstraktinin standart ve en yogun sekonder metabolitlerin HPLC ile
kromatogramlari.
Figure 1. Chromatograms of standard and most concentrated secondary metabolites of methanol extract of linden (Tilia tomentosa) by
HPLC.

Isgin (Rheum ribes L.) bitkisinin methanol ekstraktinin HPLC ile analizinde Askorbikaskorbik
asit, gallik asit, Protokatekuik asit, katesin, hidroksibenzoik asit, vanillic asit, gentisic asit, p-kumarik
asit, rutin, ferulic asit, o-kumarik asit, neohesperidin, quercetin, resveratrol, hesperidin ve alizarin
bilesiklerinden farkli miktarlarda tespit edildi. En yogun bulunan sekonder metabolitler gallik asit
(206.512 ng/ul), alizarin (13.828 ng/ul) ve askorbik asit (13.828 ng/ul) olarak tespit edildi tablo 2 ve
sekil 2 de gosterilmistir. Yapilan ¢elismalarda Rheum ribes'in baslica aktif bilesikleri arasinda 6zellikle
emodin, rhein, krisofanol, alizarin ve sitreorozin yer almaktadir.

Tablo 2. Isgin (Rheum ribes L.) bitkisinin methanol ekstraktimin HPLC ile fenolik iceriklerinin analizi
Table 2. Analysis of phenolic contents of the methanol extract of rhubarb (Rheum ribes L.) by HPLC

No RetTime Area Amount Standart Bilesikler
[min] [mMAU*s] [ng/ul]

1 3.337 1007.33234 13.8279 Askorbik asit

2 4.295 3186.03247 206.512 GallikAsit

3 5.738 106.64349 3.73494 Protokatekuik asit

4 6.435 11.34187 4.89425 Katesin

5 8.629 144.28015 5.97973 Hidroksibenzoik asit

6 9.869 162.03523 4.03069 Vanillik asit

7 10.306 62.64631 2.11639 Gentisic asit

8 17.386 15.11113 3.28965 p-coumarik asit

9 19.018 23.44482 8.57957 Rutin

10 19.935 63.75925 1.88070 Ferulik asit

11 27.374 - - Naringin

12 28.412 76.49403 2.34560 o-coumarik asit

13 29.502 51.04837 4.06489 Neohesperidin

14 30.805 - - Kumarin

15 32.398 7.12482 1.65029 Resveratrol

16 34.678 8.58617 1.87717 Quersetin

17 35.462 - - trans-sinnamik asit

18 36.800 18.26795 6.48604 Hesperidin

19 38.661 1007.332 13.8279 Alizarin
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Rheum ribes, C vitamini, fenolik ve flavonoid bilesenleri, tanenler ve antrakinonlar igerir
(Tabin et al., 2016). Rheum ribes'in sulu 6zltundn rutin, kuersetin-3-Galaktozid, kuersetin , fisetin,
emodin, krizofanol igerdigini gostermistir (Raafat et al., 2021). Rheum ribes L. hekzan 6zutlinln ana
bilesenlerinin p-Simen, germakren-d, terpinolen, linoleik asit ve oleik asit oldugu gosterilmistir (Amiri
et al., 2015; Misir et al., 2023).

DADT A, Sig=300,200 Ref=500,100 (SGIN 1.0)
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Sekil 2. Isgin (Rheum ribes L.) bitkisine ait methanol ekstraktinin standart ve en yogun sekonder metabolitlerin HPLC ile
kromatogramlari.
Figure 2. HPLC chromatograms of the standard and most concentrated secondary metabolites of the methanol extract of
rhubarb (Rheum ribes L.).

Sumak (Rhus coriaria L. (Anacardiaceae)) bitkisinin methanol ekstraktinin HPLC ile analizinde
askorbik asit, Gallikasit, Protokatekuik asit, katesin, hidroksibenzoik asit, vanillik asit, gentisik asit, p-
kumarik asit, rutin, ferulic asit, o-kumarik asit, neohesperidin, quercetin, bilesiklerinden farkli
miktarlarda tespit edildi. En yogun bulunan seconder metabolitler gallikasit (5719318.0 ng/ul),
askorbik asit (25.99437 ng/ul) hidroksibenzoik asit (8.99042 ng/ul) ve olarak tespit edildi tablo 3 ve
sekil 3 de gosterilmistir. HPLC-DAD/QTOF-MS ile profillenen biyoaktif bilesenlerinin yapisi, malik
asit, kafeik asit, gallik asit, apigenin, krizoeriol-6-O-asetil-4'-B-D-glukozit ve kaempferol tespit
edilmistir (Abu-Reidah et al., 2015). Rhus coriaria L. (Anacardiaceae)’in 6zellikle taze meyvelerinde
Headspace Kati Faz Mikro Ekstraksiyon Gaz Kromatografisi ile yapilan analizde, en bol bulunan
ucucu bilesikler a-pinen, (E)-karyofilen, mirsen, limonen, y-muurolen, a-kopaen, p-simen, metil asetat,
a-humulen, y-terpinen B-pinen, d-kadinen, ve a-phellandren olup, bunlar1 asitler (etanoik, formik,
izovalerik) ve aldehitler (n-nonanal, n-hekzanal, n-oktanal, (E)-2-heptenal), (E)-2-heptenal, ve
cembrenin dikkate deger miktarda oldugunu gosterdi (Arena et al., 2022).
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Tablo 3. Sumak (Rhus coriaria L. (Anacardiaceae)) bitkisine ait methanol ekstraktinin HPLC ile fenolik iceriklerinin analizi
Table 3. Analysis of phenolic content of methanol extract of sumac (Rhus coriaria L. (Anacardiaceae)) by HPLC

No RetTime Area Amount Standart Bilesikler
[min] [mAU*s] [ng/ul]
1 3.454 1832.17603 25.99437 Askorbik asit
2 4,295 8800.98633 5719318.0 GallikAsit
3 5.745 207.34016 7.36542 Protokatekuik asit
4 6.569 4.75136 1.50400 Katesin
5 8.664 215.78873 8.99042 Hidroksibenzoik asit
6 9.872 158.67329 3.94515 Vanillik asit
7 10.289 64.91466 2.19655 Gentisik asit
8 17.353 63.23394 4.10200 p-kumarik asit
9 19.022 23.61882 8.64700 Rutin
10 19.780 319.64481 9.87655 Ferulik asit
11 27.547 186.38071 9.76222 Naringin
12 28.436 163.95111 5.13314 o-kumarik asit
13 29.508 47.65163 3.78798 Neohesperidin
14 30.805 - - kumarin
15 32.399 - - Resveratrol
16 34.661 10.29839 2.35200 Quersetin
17 35.511 474157 1.09039 trans-sinnamik asittrans-sinnamik asit
18 36.732 - - Hesperidin
19 38.661 - - Alizarin
20 40.769 - - Flavon
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Figure 3. Sumak (Rhus coriaria L. (Anacardiaceae)) bitkisine ait methanol ekstraktinin standart ve en yogun sekonder
metabolitlerin HPLC ile kromatogramlart.
Figure 3. HPLC chromatograms of standard and most concentrated secondary metabolites of methanol extract of sumac
(Rhus coriaria L. (Anacardiaceae)).
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Kara tiziim (Rubus caesius L bitkisinin methanol ekstraktinin HPLC ile analizinde askorbik asit,
Gallik asit, Protokatekuik asit, katesin, hidroksibenzoik asit, vanillik asit, gentisik asit, p-kumarik asit,
rutin, ferulik asit, o-kumarik asit, neohesperidin, quersetin, alizarin, quercetin ve trans-sinnamik
asittrans-sinnamik asit bilesiklerinden farkli miktarlarda tespit edildi. En yogun bulunan seconder
metabolitler Gallik asit (220.874 ng/ul), askorbik asit (48.0581 ng/ul) alizarin (8.99042 ng/ul) ve
olarak tespit edildi tablo 4 ve sekil 4 de gosterilmistir. Rubus idaeus L. meyvelerinde HPLC
kullanilarak gergeklestirilen analizde siyanidin-3-O-sophoroside, siyanidin-3-O-glukozid siyanidin-3-
O-rutinosid ve siyanidin-3-O-(2G-O-glukozilrutinosid) ve sanguiin H-6 tespit edilmistir (Sparzak et

al., 2010).

Tablo 4. Kara uziim (Rubus caesius L.) ‘a ait methanol ekstraktinin HPLC ile fenolik iceriklerinin analizi
Table 4. Analysis of phenolic contents of methanol extract of black grape (Rubus caesius L.) by HPLC

No RetTime Area Amount Standart Bilesikler
[min] [mMAU*s] [ng/ul]
1 3.337 3328.02783 48.0581 Askorbik asit
2 4.292 3406.71875 220.874 GallikAsit
3 5.607 112.19819 3.93520 Protokatekuik asit
4 6.431 97.04536 4.89699 Katesin
5 8.645 222.91229 9.29034 Hidroksibenzoik asit
6 9.879 251.75229 6.31361 Vanillik asit
7 10.267 125.18901 4.32658 Gentisik asit
8 17.425 16.98471 4.75890 p-kumarik asit
9 19.032 55.14059 2.09452 Rutin
10 19.999 20.88322 5.40916 Ferulik asit
11 27.373 27.35376 1.35111 Naringin
12 28.432 129.43063 4.03286 o-kumarik asit
13 29.521 83.74371 6.73029 Neohesperidin
14 30.879 3.63639 3.22227 Kumarin
15 32.399 - - Resveratrol
16 34.680 23.02201 5.88845 Quersetin
17 35.543 4.26459 8.99544 trans-sinnamik asit
18 36.732 - - Hesperidin
19 38.755 96.47638 9.78103 Alizarin
20 40.769 - - Flavon
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Figure 4. Uziim (Rubus caesius L.)’a bitkisine ait methanol ekstraktinin standart ve en yogun sekonder metabolitlerin HPLC
ile kromatogramlari.
Figure 4. Chromatograms of standard and most concentrated secondary metabolites of methanol extract of grape (Rubus
caesius L.) by HPLC.

SONUGC

Mevcut ¢alismayla, Anacardiaceae Rhus coriaria L., Tilia tomentosa Moench., Rheum ribes L.,
Rubus caesius L. gibi farkli bitki tiirlerindeki seconder metabolit profilleri ortaya ¢ikarildi. Bu ti¢ bitki
tirii gida ve alternative tipta kullanimlariyla yogundur. Bu ¢alismada, bilesiklerin profilini ¢ikarmak
icin kat1 faz mikro-ekstraksiyon kromatografik analizini kullamildi. Ilgili bilesiklerin bilesenleri ve
miktarlar ile ilgili olarak onemli farkliliklar kaydedildi. Kullanilan niimunelerin ileri tekniklerle
yapilacak calismadan sonra tespit edilen bilesiklerin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilarak gida ve
tip alanlarinda degerlendirilebilir.

TESEKKURLER

Makaleyi gelistirmek i¢in yaptiklar: katkilardan dolayi isimsiz hakemlere tesekkiir ederiz.

YAZAR KATKILARI

Yazarlar bu ¢alismaya esit oranda katkida bulunmuglardir.

CIKAR CATISMALARI

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catigsmast olmadigini beyan etmislerdir.
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