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Vinca major subsp. hirsuta’nin antioksidan aktivitesinin ve RP-HPLC-UV ile
fenolik bilesenlerinin belirlenmesi

Determination of antioxidant activity and phenolic compounds in Vinca major subsp. hirsuta
by RP-HPLC-UV
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Ozet

Bu ¢alisma, Vinca major subsp. hirsuta’nin fenolik igeriginin ve antioksidan aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla yaratilmastdr. Bitkinin fenolik igeriginin belirlenmesi igin ters fazh yiksek performansh sivi
kromatografisi (RP-HPLC-UV) kullanilmistir. Toplam fenolik madde, FRAP ve DPPH radikal temizleme
yontemleriyle bitkinin antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Bitki yaprak, cigek ve sap olmak tizere lg kisma
ayrilmistir. Uygulanan antioksidan yontemlere gére bitkinin yaprak kismi en yiiksek aktivite gostermistir.
RP-HPLC-UV ile Vinca major subsp. hirsuta’in tim kisimlarinda ve ekstraktlarinda degisik
konsantrasyonlardaki 5 farkli fenolik bilesen tespit edilmistir. Klorojenik asit 5344,93 ila 112,97 ug phenolic
bilesen/g kuru érnek birimle ana bilesen olarak belirlenmistir. Ug érnekte de en diisiik fenolik bilesen gallik
asit olarak bulunmustur. Bitkinin Gg pargasinda en yiiksek fenolik bilesen igerigini ise yaprak gostermistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, HPLC, Fenolikler, Vinca major subsp. hirsuta

Abstract

The aim of the study is to determine phenolic composition and antioxidant activity from Vinca major subsp.
hirsuta. Reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC-UV) was used to determination
phenolic compounds. The antioxidant activity of the plant was investigated in terms of total phenolic
content, FRAP, and DPPH radical scavenging assays. The plant is divided into three parts: leaf, flower and
stem. According to the applied antioxidant assays, leaf of the plant showed the highest activity. 5 different
phenolic compounds in the range of concentrations were determined in the all extracts and parts of Vinca
major subsp. hirsuta by RP-HPLC-UV. Chlorogenic acid was the main ranging from 5344.93 to 112.97 pg
phenolic compound/g dry sample, respectively. Gallic acid was found to be lowest in the three parts of the
samples. The leaf was observed highest phenolic compounds between the three samples.

Keywords: Antioxidant, HPLC, Phenolics, Vinca major subsp. hirsuta

GiRiS subsp. hirsuta, Tirkiye’nin Orta ve Dogu
Vinca major subsp. hirsuta, Apocynaceae Karadeniz bolgelerinde ve Kafkaslar'da
familyasindan  ¢icekleri morumsu-beyaz yetismektedir (Stearn 1978). Ulkemizde
renkte, yapraklari herdem yesil kalan bir Vinca tarleri sus bitkisi olarak
bitkidir (Gilkey 1957). Yaprak sapi yogun yetistiriimektedir. Halk arasinda Vinca
tuylidir ve tdyler uzundur. Vinca major major'e blyuk cezayir meneksesi
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Ulkemizde
bitkisinin yapraklari kabiz, idrar soktircd,
ates istah
kullanilmaktadir (Baytop 1984). Vinca cinsi

denilmektedir. Vinca major

disiricu  ve acicl  olarak
bitkilerden ¢ikartilan en az 86 alkaloid vardir
(Hesse 2002). Vinca major’e ait alkoloidler
(10-methoxyperakine, vincawajine, akuammicine,
vincamajoridine, ervine ve majorinine gibi) kanser
tedavisinde kullaniimaktadir (Atta-Ur-
Rahman et al. 1995; Ilyashenko et al. 1977;
Schittler 1973). Ayrica basincini
diisirict, antidiyabetik (Evans 1994),
antimikrobiyal (Mehrab et al. 1995), anti-
diyarel (Rajput et al. 2011) ve antioksidan
1998)

kan

(Logan et al. ozellikler de

gostermektedir.

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerine (ROS)

karsi metabolik zararsizlastirma
tepkimelerine girerler. ROS’lar metabolik ve
fizyolojik sliregler sonunda Uretilir ve

organizmada zararli oksitadif reaksiyonlar
meydana  getirebilirler  (Halliwell and
Gutteridge 2000). Reaktif oksijen tiirlerinin
sUperoksit iyonu (0;*) ve hidroksil (OH") gibi
serbest radikaller iceren, farkli aktif oksijen
formlari vardir (Halliwell and Aruoma 1997).
ROS, doku ve DNA hasarina neden olabilir
(Aruoma 1998). Antioksidan bilesikler kanser
veya radikallerin verdigi zarari onler ya da
yavaslatir (Halliwell 2000; Halliwell 2003).
ikincil metabolit olarak adlandirilan ve bitkiler
tarafindan sentez edilen antioksidan
bilesiklerin sayisi, 6zellikle fenoliklerin 4000
ve 6000 arasinda oldugu tahmin edilmektedir
(Havsteen 2002; Peterson and Dwyer 1998;
Robards et al. 1999).

antioksidan, antiinflamatuar, antiaging ve

Fenolik bilesenler

antikanserojen gibi bircok biyolojik 6zellige
sahiptir (Han et al. 2007). Bitkilerin fenolik
icerigi ile antioksidan kapasitesi arasinda
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dogrusal bir iliski oldugu bulunmustur (Kolayli
et al. 2003).

Biyolojik maddelerin antioksidan kapasitesini
belirlemek adina bircok metot bulunmaktadir
(Rice-Evans ve ark. 1997; Schlesier ve ark.
2002). 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
ve demir indirgeme/antioksidan glic (FRAP)
en vyaygin kullanilan antioksidan aktivite
analiz yontemleridir (Gulgin ve ark. 2003;
Aljadi 2004). Yiksek
performansli sivi kromatografisi (veya ylksek

and Kamaruddin

basingh sivi kromatografisi, HPLC) bilesik

karisimlarint  ayirabilen  bir  tekniktir.
Biyokimya ve analitik kimyada karisimlardan
bilesenlerin tek tek saflastirilmasi ve

tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Snyder et
al. 2009).

Calismamizin amaci hem tibbi amagh hem de
sis bitkisi olarak kullanilan Vinca major
subsp. hirsuta bitkisinin HPLC ile fenolik ve
flavonoid igerigini ve in vitro antioksidan
aktivitesini belirlemektir.

MATERYAL VE YONTEM

Kimyasallar ve Cihazlar

HPLC analizi i¢in, fenolik bilesik standartlari
(saflik >99.0%): gallik asit, proto-katesik asit,
p-hidroksi benzoic asit, vanilik asit, kafeik
asit, klorojenik asit, sirincik asit, epikatesin,
p-kumarik asit, ferulik asit, benzoik asit, o-
kumarik asit, trans-sinnamik asit, absisik asit,
katesin, rutin, kuersetin, propilparaben ig
(IS), DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

standart

USA) firmasindan temin edilmistir. Sodyum

karbonat, amonyum asetat, potasyum

asetat, bakir (Il) kloriir, neocuproine (2.9-
dimethyl-1.10-phenanthroline), alliminyum
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nitrat nonahidrat, methanol, asetik asit ve
Merck (Darmstadt,
firmasindan temin edilmistir. Trolox (6-

asetonitril Germany)
hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2
carboxylic acid) ve Folin-Ciocalteu’s Fluka
Chemie GmbH (Switzerland) firmasindan
temin edilmistir. Sonikatér EIma® Transsonic
Digital,
evaporator (IKA, Werke, USA) firmasindan

(Germany) firmasindan, rotary

alinmistir.

Ornekler ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bitki 6rnekleri Karadeniz Teknik Universitesi
kampusinden toplanmis ve daha sonra tir
tanimlamalari yapilmistir. Bitkiler cicek, sap
ve yaprak olmak tzere li¢ bélime ayrilmistir.
Her bir parca oda sicakhginda kurutulmus ve
daha sonra ogutilmdisttr. Yaklasik 5-10 g
o0gutilmus kuru ornek tartilmis ve tzerine 30
mL metanol eklenmistir. U¢ saat boyunca 60°
C'de,
ekstraksiyonu yapilmistir. Daha sonra her bir

sonikatorde metanolle on
ekstarkttan 10 mL antioksidan aktivite igin
ayrilmistir. Kalan metanolik ekstraktlar iki es
kisima ayrilmistir. Ayrilan birinci metanolik
kisma uygun seyreltmeler yapilarak HPLC
cihazinda direkt analiz edilmistir. ikinci kisim
40°C'de rotary
evaporatérde ugurulmustur. ikinci kisimda
10 mL destile suda
dietileter ve etil

ekstraktlarin metanolleri

elde edilen kalinti
¢ozilerek asetat

ekstraksiyonu  yapilmis ve  ekstraktlar

birlestirilerek  ¢ozlclleri  ucgurulmustur.
Kalinti uygun miktarda metanolle ¢oziilerek

HPLC ile analiz edilmistir.

RP-HPLC-UV ile
Belirlenmesi

RP-HPLC-UV ile fenolik bilesenlerin analizi
Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5um)
ters faz kolonu ile ikili ¢6zlicti gradient sistemi

Fenolik  Bilesenlerin
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kullanilarak yapilmistir (Kolayli ve ark. 2010;
De Villiers ve ark. 2004) (A: 80% asetonitril
metanolle hazirlanmis; B: 2% asetik asit saf su
ile hazirlanmis). Kolon sicakhgi 30 °C, mobil
faz akis hizi 1,2 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20
pL olarak analiz sarti olusturulmustur. Bu
sistemde 17 fenolik bilesen 280 nm’de analiz
edilmistir. Tekrarlanabilirligi artirmak igin ig
standart (IS) teknigi analizi uygulanmistir.
Propilparaben bu sistem icin uygun IS olarak
kullanilmistir (Oztiirk ve ark. 2007). Analiz
edilen tim fenolik bilesenler igin analitin
istatistiksel olarak tayin edilen en distk
konsantrasyon diizeyi (LOD) ve kesinlik ve

gerceklik validasyon parametrelerinin
destekledigi Olcllen en dusik analit
konsantrasyonu (LoQ) hesaplanmistir
(Cizelge 1).

SD
Tayin Limiti (LOD) = 3.3x (;)
) SD
Olgtim Limiti (LOQ) = 10x (;)

SD = Kalibrasyon egrisinin en dusik seviyesindeki
standart sapma
m= Kalibrasyon egrisinin egimi

Cizelge 1. RP-HPLC-UV
bilesenlerin LOD ve LOQ degerleri

ile analiz edilen fenolik

Fak Derg 16(2):124-

Fenolik bilegikler LOD LoQ
Gallik asit 0,042 0,126
Protokatekuik asit 0,048 0,144
p-OH Benzoik asit 0,038 0,114
Katesin 0,028 0,085
Klorojenik asit 0,039 0,119
Vanilik asit 0,029 0,088
Kafeik asit 0,037 0,112
Siringik asit 0,046 0,138
Epikatesin 0,036 0,108
p-Kumarik asit 0,104 0,312
Ferulik asit 0,054 0,162
Benzoik asit 0,033 0,101
Rutin 0,032 0,097
o-Kumarik asit 0,036 0,109
Absisik asit 0,024 0,072
Sinamik asit 0,039 0,109
Kuersetin 0,027 0,083
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Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu
ile analiz edildi.
Standart olarak gallik asit kullanilmistir
(Singleton and Rossi 1965). 20 pL degisik
konsantrasyonlardaki gallik asit ve 20 plL

fenol reaktif yontemi

metanolik 6rnekler (1 mg/mL) tGzerine 400 pL
0.5 N Folin-Ciocalteu reaktifi, daha sonra 680
uL saf su eklenerek karistinlmistir. Ug dakika
sonra 400 pL Na,COs; (10%) eklenmis ve
vorteklenmistir. Oda sicakliginda 2 saat
inklibe edildikten sonra spektrofotmetrede
760
Konsantrasyona karsilik bulunan absorbans

nm’de absorbanslari  okunmustur.
degerleri ile cizilen grafikten numunelerinin
toplam fenolik madde miktari bulunmustur
(r? = 0.998). Analizler ¢ tekrarli yapilmis ve
standart

Olclimlerin % sapma degerleri

hesaplanmistir.
Antioksidan Aktivite Analizleri

DPPH radikal temizleme aktivitesi

Metanolik ekstarktlarin radikal temizleme
(2004)’e gore
DPPH’tan
rengin antioksidantlar

aktivitesi Molyneux

belirlenmistir. Yontemin esasi;
kaynaklanan mor
tarafindan sari renge doniismesidir. Degisik
konsantrasyonlardaki metanolik
ekstraktlardan 0.75 mL alinmis ve Uzerine
0.75 0.1 mM metanolik DPPH eklenmistir.
Oda sicakhginda 1 saatlik inkiibasyondan
517

absorbanslar okunmustur. Standart olarak

sonra  spektrofotmetrede nm’de
Troloks kullanilmis ve radikal temizleme
aktivitesi 1Csp (mg/mL) olarak verilmistir. 1Cso
degeri ne kadar disik ise DPPH temizleme
degeri o kadar yuksektir. Analizler g tekrarl
yapilmis ve oOl¢climlerin £ standart sapma
degerleri hesaplanmistir. ICso degerleri, lineer
analizi  ile

regresyon hesaplanmistir
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(Microsoft Excel program for Windows,

versus 2003).

Demir indirgeme/antioksidan gii¢ (FRAP)

tayini

Metodun prensibi ferrik 2,4,6-tripyridyl-s-
(Fe**-TPT2)

renkli

triazin kompleksinin

antioksidanlarin  varliginda (mavi)
ferrous formuna (Fe?-TPTZ) indirgenmesi
esasina dayanir (Benzie ve Strain, 1999). Bu
593 nm’de maksimum
TPTZ, FeCls
tamponu iceren 3 mL FRAP reaktifi ve 100 uL
karistinldiktan 4  dakika

spektrofotmetrede 593 nm’de absorbans

renkli kompleks

absorbans verir. ve asetat

ornek sonra

okunmustur. Kalibrasyon igin Troloks'un
degisen konsantrasyonlari (100-1000 uM)
kullanilmistir. Analizler tg tekrarli yapiimis ve
Olclimlerin £

standart sapma degerleri

hesaplanmistir.
TARTISMA VE SONUC

Galismamizda Vinca major subsp. hirsuta’nin
fenolik bilesenlerinin tayini icin RP-HPLC-UV
kullaniimigtir. Ayrica antioksidan aktivite ve
toplam fenolik madde miktari incelenmistir.

Cicek, gbvde ve yapraklarin fenolik asit icerigi
Cizelge 2’de verilmistir. Kullandigimiz HPLC
Sekil 1’de,
Vinca major subsp. hirsuta’nin gicek, gévde

standartlarinin  kromatogrami

ve yaprak kisimlarinin HPLC kromatogramlari
da Sekil 2, 3 ve 4’te verilmistir. Yalnizca 5 adet
fenolik asit (klorojenik asit, gallik asit, vanilik
asit, kafeik asit ve p-kumarik asit) tespit
edilmstir. Klorojenik asit her (¢ 6rnek icin
ortak bilesen olarak gorulmustiir. Klorojenik
asit degerleri ¢icek icin 112.97 pg/g, gbvde
icin 928.80 pg/g ve yaprak icin 5344.93 ug/g
olarak bulunmustur. Cicek, gévde ve yaprakta
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en az bulunan fenolik asit ise gallik asittir. p-

koumarik asit ¢icek ve yaprakta gozlenirken

gbévde de bulunamamistir (Cizelge 2). Vanilik

asit ise sadece yaprakta (21.33 pg/g) tespit

edilmistir. Cicek, govde ve yaprak arasinda en
yuksek fenolik bilesen iceren kisim ise yaprak
olarak bulunmustur.

Cizelge 2. Vinca major subsp. hirsuta bitkisinin gicek, gdvde ve yaprak kisimlarina ait fenolik bilesik icerikleri.

Fenolik Bilegikler Cicek Govde Yaprak
ug fenolik bilesen/g érnek

Gallik asit 18,98 3,21 9,22
Klorojenik asit 112,97 928,80 5344,93

Vanilik asit - - 21,33

Kafeik asit 30,79 13,92 119,87
p-Kumarik asit 8,82 - 0,44
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= 5 10 1 20 2 2 3 y o

Sekil 1. HPLC-UV-VIS 17 standart fenolik bilesiklerin ayrilmasi igin algilama prosedri. Tim pikler asagidaki gibi

ticari standartlar ile alikonma siiresi ve UV spektrumlari karsilastirilmasi ile belirlenmistir. Piklerin anlami: (1) Gallik
asit, (2) Protokatekuik asit, (3) p-OH Benzoik asit, (4) Katesin, (5) Klorojenik asit, (6) Vanilik asit, (7) Kafeik asit, (8)
Siringik asit, (9) Epikatesin, (10) p-Kumarik asit, (11) Ferulik asit, (12) Benzoik asit, (13), Rutin, (14) o-Kumarik asit,
(15) Absisik asit, (16) trans-Sinnamik asit, (17) Kuersetin ve (18) Propil paraben (IS).
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Sekil 2. Vinca major subsp. hirsuta’nin gigek kismina ait HPLV-UV-VIS kromatogrami (1)Gallik asit, (2) Protokatekuik
asit, (5) Klorojenik asit, (7) Kafeik asit, (10) p-Kumarik asit, (18) Propil paraben(IS)
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Sekil 3. Vinca major subsp. hirsuta’nin gévde kismina ait HPLV-UV-VIS kromatogrami. (1)Gallik asit, (2)
Protokatekuik asit, (5) Klorojenik asit, (7) Kafeik asit, (18) Propil paraben(IS)

2,04

1,57

1,0

0,5

5 10 15 20

]

25 30 35 40

Sekil 4. Vinca major subsp. hirsuta’nin yaprak kismina ait HPLV-UV-VIS kromatogrami (1)Gallik asit, (2)
Protokatekuik asit, (5) Klorojenik asit, (6) Vanilik asit, (7) Kafeik asit, (10) p-Kumarik asit, (18) Propil paraben(IS)

Nishibe (1988) kitle
spektrometrisi ile Vinca major’de klorojenik
tespit (2015)
tarafindan HPLC ile yapilan galismada Vinca

Sakushima and

asit etmistir. Tatsuzawa
major ve Vinca minor bitkilerinin her ikisinde
de klorojenik asit tespit edilmistir. Bu
sonuglarla yapilan c¢alismanin literatirle
uyumluluk gésterdigi gorilmustir. Klorojenik
asit birgok bitkide (6rnegin; yesil cay, seftali)
bulunmaktadir (Kweon et al 2001). Klorojenik
asitin antioksidan aktivitesinin yani sira

yemek sonrasi kana glukoz salinimini

yavaslattigi bilinmektedir (Johnston et al.
2003).
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Vinca major subsp. hirsuta bitkisinin gigek,
govde ve yaprak kisimlarindaki toplam fenolik
madde miktarinin 13.320-46.674 mg GAE/g
ornek olarak degistigi gorilmistir (Cizelge
3). En yiksek fenolik madde miktari yaprakta,
en dusik fenolik madde miktari ise govdede
tespit edilmistir. FRAP analizinde en yiksek
duslik
indirgeme glici ¢icekte bulunmustur. DPPH

indirgeme glici yaprakta, en
analizi sonuglari toplam fenolik madde tayini
ile paralellik gostermektedir. Yaprak en
yiksek DPPH radikali temizleme aktivitesi

gostermistir (Sekil 5).
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Cizelge 3. Toplam fenolik madde ve FRAP degerleri.

Analizler Cicek
Toplam fenolik madde (mg GAE/g 6rnek)

FRAP (umol FeS0./g drnek) 0.554+0.12

20.678+0.07 46.674+0.02

Yaprak Govde
13.320+0.05
6.253+0.01 0.726+0.03

DPPH Sonuglari

2,199

1€50 (mg/ml)
-
wn

.

0,853

o
o

0,248

Yaprak

0,04

o]

Troloks Cigek Govde

Sekil 5. Vinca major subsp. hirsuta bitkisinin yaprak,
cicek ve govde kisimlarina ait DPPH sonuglari.

Grace and Logan (1996) yaptiklari calismada

Vinca major, Schefflera arboricola ve
Mahonia repens bitkilerinin yapraklarina
birka¢ ay boyunca farkh buyiklikte fotonlar
(20, 100, and 1200 pmol photons m’s?)
vererek yetistirmislerdir ve foton miktarinin
artmasiyla antioksidan aktivitenin de artigini
Bu ¢alismada
aktivite tayini icin antioksidan enzimler (SOD,
GR, APX) ve bazl antioksidan metabolitler
(Glutatyon,

kullanilmistir.

bulmuslardir. antioksidan

askorbat ve  a-tokoferol)

Benzer parametrelerin
kullanildigi farkli bir calhsmada Cucurbita
pepo L.
yapraklarina

ve Vinca major L. bitkilerinin
farkli glnes 1sI8
goénderilmis (%3, 13, 58 ve 100) ve fotosentez

oranda

foton aki yogunlugu (PPFD) incelenmistir.
PPFD arttikca antioksidan aktivitenin de
arttig1 gozlenmistir (Logan et al. 1998).

Calismadan elde edilen sonuglara gore
toplam fenolik madde ile antioksidan aktivite
pozitif bir
gorilmdstir. En ylksek antioksidan kapasite

arasinda korelasyon oldugu

ve fenolik icerik yaprakta bulunmustur.

Klorojenik asitin ana fenolik bilesen oldugu

130|]ACU Orman

Fak Derg 16(2):124-1

tespit edilmistir. Sonu¢ olarak Vinca major
subsp. hirsuta’nin  antioksidan aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur.
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