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1. GIRIS

Eczanelerde, aktarlarda, yoresel iirtin diikkanlari, dogal ve organik {iriin satan diikkanlarda
sagliga faydali iddialar ile satilan ve pek ¢ok firma tarafindan iiretilen kegiboynuzu 6zii
veya pekmezi; geleneksel olarak Fabaceae familyasindan Ceratonia siliqua L. bitkisinin
olgun ve kahverengi meyveleri yikanip, pargalanip, suyla yogun bir kivama gelene kadar
kaynatilmasiyla elde edilen bir sivi oziittiir. Su anda piyasada soguk sikma yontemi
kullanilarak elde edildigi sodylenen Kegiboynuzu infiizyonu; meyvelerin haslanarak
demleme sonrasinda buharli ve vakumlu kazanlarda yogunlastirma islemi ugulanarak,
hazirlanan ¢ok 6zel bir {irtindiir. 60°C’yi gegmeyen buharli ve vakumlu ortamdaki diisiik

1sinin trtiniin igindeki vitamin ve mineral degerlerini korudugu belirtilmektedir [1].

C. siliqua’nin, Akdeniz’e kiyisi olan tilkelerde ekonomik ve ¢evresel nedenlerle 6nemli bir
bitki olarak kabul edilip dogal olarak yetismesi yani sira kiiltiirii de yaygmn olarak
yapilmaktadir [2]. Anadolu’da “Ke¢iboynuzu, Ballibaba (Denizli), Balliboynuz (Denizli),
Hannmip, Harmp, Harnup, Harrup, Kalus, Meliik” [3], gibi isimlerle bilinen bitkinin
meyveleri gida olarak tiiketilmesinin yan sira halk arasinda agiz i¢i yaralari iyilestirmek
icin, nefes darliginda nefes yollarini rahatlatici olarak, bronsit hastaliginin semptomatik
tedavisinde ve Oksiiriik kesici gibi etkilerinden dolay1 olduk¢a yaygin kullanilmaktadir.
Meyveden elde edilen un 6zellikle teobramin, kafein ve ¢ok miktarda seker igermediginden
gida sanayinde kakao yerine de kullanilmaya baslanmistir [2]. Bitkinin tohumlarinda
bulunan endospermadan elde edilen galaktomannan yapisindaki “Ke¢iboynuzu gami veya
kegiboynuzu sakizi”, gida sanayinde E410 kodu ile kivam arttirici, stabilizor ve emiilgator

ozelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir [4].

Yaptigimiz literatiir tarama ¢aligmalari, ke¢iboynuzu pekmezi veya 6zii ile ilgili yapilmis
aktivite ve fenolik madde analiz ¢alismalarinin ¢ok az oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada,
eczanelerde saglik faydalari ile pazarlanan ve profilaktik olarak da 6zellikle ¢cocuklarda iist
solunum yolu enfeksiyonlar1 i¢in kullanilan keciboynuzu 06ziiniin antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteleri degerlendirilecektir. Ayrica kimyasal bilesimi spektroskopik bir
yontem olan total fenol miktar tayini ile fenolik madde analizleri ise Yiiksek Performanslh
Sivi Kromatografisi (YPSK) yontemi ile degerlendirilecektir. Elde edilen bulgular, saglik

faydas1 iddialar1 ile satilan keciboynuzu oOzleri veya pekmezlerinin antioksidan,



antimikrobiyal etkileri ve kimyasal bilesimleri ile ilgili olarak piyasadaki durumun tespitini

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

Kec¢iboynuzu 6zii veya pekmezi ile ilgili yapilmis bilimsel ¢alismalar; bilimsel veri tabanlar1
ve dergilerden taranarak derlenmistir. Bu amagla, bitkinin taksonomisi, botanik 6zellikleri
(taksonomik yeri, Fabaceae familyasi, Ceratonia L. genusu, C. siliqgua’nin botanik
ozellikleri), Tirkiye’deki ve diinyadaki yayilisi, tarihgesi, sinonimleri, kimyasal igerigi
(meyve, tohum, pekmez), kullanim alanlar1 ve biyolojik aktiviteleri (yaprak, meyve,

pekmez) hakkinda bilgiler verilmistir.

2.1. Botanik Boliim

2.1.1. Ceratonia siliqua L. tiiriiniin taksonomik yeri

Alem : Plantae

Alt Alem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Sif : Magnoliopsida
Alt sinif : Rosidae

Takim : Fabales
Familya : Fabaceae

Cins : Ceratonia

Tiir : Ceratonia siliqua L. [3]



Resim 2.2. C.siliqua ¢i¢ek durumu [6]



2.1.2. Fabaceae (Leguminosae) Familyasi

Fabaceae familyasi halk arasinda “Baklagiller” olarak bilinmektedir. Fabales takimi i¢inde
bulunan Fabaceae familyasi ¢cogunlukla otsu bitkilerden olusan cali ve agac tiirlerini de
iceren biiyiik bir familyadir. 400 cins ve 10.000 dolayinda tiir bulundurur. Ulkemizde 61
cins ve 900’den fazla tiirii bulunmaktadir [7, 8]. Bu nedenle bir ordo gibi kabul edilir ve 3
alt familyaya sahiptir: Mimosoidae, Caesalpinioidea ve Papillionoidae. Genel olarak familya
bitkilerinde yapraklar birlesik, stipulali, bazen stipulasiz ve alternan dizilislidir [7, 8].
Familya iiyelerinin hepsinde ¢igekler 5 tag yapraklidir. Tag yapraklarin iki kenarinda birer
kanatcik bulunur. Ust petal genellikle biiyiiktiir. Veksillum (bayrakgcik) bayrak seklindedir.
Yandaki 2 petal kanat seklindedir (ala). Alttaki 2 petal ise birlesmis olup, karina (kayikgik)

adimni alir. Cigek tomurcuk halindeyken alalar karinayi, veksillum da alalar1 6rter [9].

veksillum

o — ala

karina

Sekil 2.1. C.siliqua ¢igek durumu [10]

Cigek durumu ¢ogunlukla dik veya sarkik rasemustur. Korolla aktinomorf veya zigomorftur.
Kaliks genellikle gamosepal dizilislidir [7, 8]. Stamenler 4 veya daha fazla olup, cogunlukla
10 adettir. Hepsi bir tiip teskil edecek sekilde bitisik (monodelf), en iistteki stamen serbest
(diadelf) veya stamenlerin hepsi serbesttir. 10 Stamen (erkek organ) ayr1 ya da birlesik
gruplar meydana getirirler. Pistilin (disi organ) basit, tek bir stigmasi (tepecik) bulunur. Ust
durumlu ovaryum tek karpellidir [11, 12]. Tohumda embriyo diiz veya egridir. Tohum bir
veya ¢ok sayida olabilir. Sert kabuklu, genellikle bobrek seklinde veya yuvarlak yapidadir.
Meyve legiimen veya lomentumdur [7, 8].



Kokleri kazik koktiir. Rhizobium denilen bakteriler koklerinde yasayarak azot dongiisiinde
bu bitkilere yardimer olur [11]-[13].

Bu familya ¢i¢cek durumlarina gore 3 alt familyaya ayrilir:

1. Cigekler aktinomorf
Anatrop tohum taslakli stamenler serbest, cok sayida fakat diplostemon bir
androkeumdan meydana gelir, besi doku mevcut ise; Mimosoidae

2. Cigekler zigomorf anatrop tohum taslakli, embriyo diiz, 10 stamen (veya daha az) serbest
durumda, besi doku mevcut ise; Caesalpinioidea

3. Kampilotrop tohum taslakli embriyo egri; 10 stamen ya hepsi bilesik veya 9’u
bilesik biri serbest ya da hepsi de serbest ise; Papillionoidae olarak adlandirilir [7].

Mimosoidae Alt Familyasi

Genellikle aga¢ seklinde, ¢igekler aktinomorf, olduk¢a indirgenmis bir korolla. Cigek
pargalar1 birbirini 6rtmeden kenarlarindan birlesmistir. Stamenler genellikle serbesttir.

Tohum genellikle besi dokuludur [7].
Bu familya bitkileri sicak bolgelere yayilmistir. Agagceiklar genellikle dikenli; bazilari
sartlict. Yillik bitkilerde mevcut veya ¢ok yillikta olabilirler. Baglica cinsler: Mimosa,

Prosopis, Albizzia, Acacia [7].

Papillionoidae Alt Familyasi

Otsu veya odunlu bitkilerdir. Cigekler zigomorftur. Bilesik, 10 adet stamen. Tohum besi
dokusuz. Cok zengin bir alt familyadir. Tiirkiye florasinin biiyiik bir kismin1 olusturur; bazi
cinsler tiir bakimindan ¢ok zengindir. Ornegin; Astragalus, Indigofera, Lupinus, Vicia,
Lathyrus, Trifolium tiirleri [7, 8].



Caesalpinioidea Alt Familyasi

Genellikle tropikal ve subtropikal bélgelerde gelisen aga¢ formundaki bitkilerdir. Yapraklar
stipulali, tam ve loblu veya pennattir. Cigekleri zigomorf olan agaclardir. 3 ve 5 nolu petaller
bilesik olup karina seklindedir. Stamenler genellikle serbest, 10 adet veya daha azdir. Tohum
genellikle besi dokuludur. Baslica cinsler: Ceratonia, Cassia, Cercis [7, 8].

2.1.3. Ceratonia L.

Her zaman yesil olan calilar veya agaglardir. Siklikla monoiktir. Yapraklar imparipennat.
Stipulalar ¢ok kiiclik ve diisiicii. Cigek durumu sik ¢igeklidir. Yasli dallarda pek ¢ok ¢igekli
salkim durumu gortliir. Kaliks diisiicti, petal 0, stamen 5, serbest. Meyve yandan yasilmustir,

acilmaz ve ¢ok tohumludur [14].

2.1.4. Ceratonia siliqua L.

C. siliqua L., Sp. PI. 1026 (1753). Ic: Fiori, Ic. FI. Ital. F. 1859 (1899) Aga¢ veya ¢ali. 3-10
m. Yaprakgiklar 3-5 ¢ift, 30-50 x 30-40 mm, eliptik-dairemsi, derimsi, iist tarafi koyu parlak
yesil, alt tarafi soluk yesil renklidir. Cigekler tek eseyli veya hermafrodit, yesil. Cigek
durumu yaklasik 50 ¢igekli. Meyve 10-20 x 1,5-2 cm., koyu kahverengi, sarkik, 9-11.
aylarda ci¢ceklenme donemi [14].

Resim 2.3. C. siliqua yapraklari [15]



Resim 2.4. C. siliqua tohumlari [16]

2.1.5. Habitat

Kegiboynuzu agaglari, hafif kumlu topraklardan ve kayalik yamaglardan derin zeminli
cokellere kadar ¢ok cesitli toprak tiirlerine uyum saglayabilir, ancak kok sistemi genellikle
derin olmasina ragmen su basmasina dayanamaz. S1g kayalik zeminli alanlarda, aga¢ ebad1
ve verimlilik azalir. En iyi topraklar, kumlari iyi drene edilmis kumullar, makilik alanlar ve

yiiksek kireg igerikli topraklardir [17].

2.1.6. C. siligua’nin Diinyadaki yayilis1

Diinyada keciboynuzu genellikle Akdeniz ikliminin goriildiigii Ispanya, italya, Fas,
Portekiz, Yunanistan, Kibris ve Tiirkiye gibi tilkelerde yetismektedir. Cesitli kaynaklarda
kegiboynuzunun anavatani olarak; Misir, Israil, Orta Dogu, Arap Yarimadasi ve Anadolu
gibi farkli bolgeler gosterilmistir. Onceleri Anadolu'nun giiney kiyilarinda yabani olarak
yetisen keciboynuzunun daha sonralar1 Yunanlilarin, Yunanistan ve Italya'ya gotirdiikleri
sanilmaktadir. Ancak agac, onu Fas ve Ispanya' ya gotiirerek iiretmeye baslayan Araplar
tarafindan daha ¢ok ragbet gérmiistiir. Bunun yaninda C. siliqua agaci yaprak dokmeyen bir
Akdeniz bitkisi olmasina ragmen dogal olarak Kuzey ve gliney Amerika’da, Avustralya’da
yetismektedir. Kegiboynuzu iireticileri arasinda en biiyiik iiretici ispanya’dir. Ispanya,
ortalama 135.000 ton/yil iiretim yapan lider keciboynuzu iireticisidir (MAPA 1994).

Ardindan Italya, Portekiz, Fas, Yunanistan, Kibris, Tiirkiye, Cezayir ve baz1 diger iilkeler



ana kegiboynuzu iireten iilkeler siralamasinda yer almaktadir. Bugiin diinya {izerinde basta
Ispanya, Portekiz, 1talya olmak iizere Yunanistan, Fas, Tunus, Cezayir, Kibris, Tiirkiye ve
Israil gibi Akdeniz iilkeleri disnda ABD, Avustralya ve Giiney ve Kuzey Afrika'da da
yaygin olarak kegiboynuzu yetistiriciligi yapilmaktadir [11, 18].

Sekil 2.2. C. siliqgua’nin diinyadaki yayiligi [11]

2.1.7. C. siliqgua’nin Tiirkiye’deki yayilis

s B

Sekil 2.3. TUBIVES’de C.siliqua’nin vilayetlere gore yayilist (Osmaniye, Istanbul,
Antalya, I¢el, Mugla) [3]
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Sekil 2.4. TUBIVES’de C. siliqua’nin Flora of Turkey and East Aegean Islands’daki kare
sistemine gore yayilisi (A2, C2, C3, C4, C6) [3]

2.1.8. C. siliqua’ya verilen isimler ve sinonimleri

Kegiboynuzu agacinin bilimsel adi Ceratonia siliqua’dir. Latince “siliqua”, kapsiiliin sertligi
ve seklini ifade eder. Diinyada kabul edilen ortak adi “carob”, Arap¢a “kharrubun’dan
tiiretilmis olan Ibranice “kharuv’'dan gelmektedir. ispanyolca’da algarrobo veya garrofero,
Italyanca’da carrubo, Fransizca’da caroubier, Almanca Karubenbaum, Portekizce
alfarrobeira, Yunanca charaoupi gibi isimlerle bilinmektedir. Asya'da ise chiao-tou-shu
(Cin), gelenggang (Malezya) ve chumhettai (Tayland) gibi isimler kullanilmaktadir.
Besleyici ozelligi sebebiyle kec¢iboynuzunun adi “St. John's Bread” yani “Aziz John’un
ekmegi” olarak da bilinmektedir [19]. Ayrica Anadolu’da bitkiye “ball: boynuz, ballibaba,
harnup, hannip, harmip, harrup, kalus, keciboynuzu, meliik” gibi isimler de verilmektedir
[20].
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Resim 2.5. Ke¢iboynuzu agacinin dogadaki goriiniimii [21]

2.1.9. Tarihge

Diinya tarihi goz oniine alindiginda ¢ok eski ¢aglardan beri birgok bitkinin tibbi amaglarla
kullanildig1 bilinmektedir. T1bbi ve aromatik bir bitki olarak kegiboynuzu, yetistigi cografya
nedeniyle yeryiiziiniin en eski bitkilerinden birisi olarak kabul edilmektedir. ik olarak M.O.
4000 yillarinda Misir'da ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir. Tarihte tibbi bitkiler ve onlarin
kullanimlari ile ilgili en eski bilgiler cogunlukla Cin, Misir ve Yunan tarihinden kalma olup,
Anadolu'da da Hititler doneminde bazi droglarin hazirlanip kullanildigi bilinmektedir.
Keciboynuzu agacinin kokeni ve evcillestirilmesi konusunda yetersiz bilgi bulunmaktadir.
Ancak Antik caglardan gilinlimiize meyvenin verimi, igerigi, evcillestirilebilmesi ve
kiiltiiriiniin yapilabilmesi, saglik amaciyla kullanimlar1 gibi bir¢ok neden keg¢iboynuzunun
tarihte Onemli bir yere kavugsmasinda etken olmustur. Son yillarda keg¢iboynuzu
meyvesinden farkli {irlinlerin tliretilmesiyle bu bitkinin yetistiriciligi kiiltiir altina alinmaya

baglamistir [22].

Kegiboynuzu antik ¢aglardan bugiine var olan, her zaman yesil kalabilen ve Akdeniz iklim
ozelligi tasiyan bolgelerde genellikle kiiltiire alinmadan ve yetisme esnasinda higbir suni
katkiya ihtiyag duymadan bol miktarda yetisen, ¢cevresel ve ekonomik olarak 6nem tasiyan

bir bitkidir [23]. Kegiboynuzu agacinin fasulye tipi boynuz seklindeki uzun kahverengi
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meyveleri, zengin karbonhidrat igerigi nedeniyle ylizyillar boyunca her yastan insanin
severek tiikettigi bir meyve olmustur. Keciboynuzu meyvelerinin ¢ekirdekleri 6-8 yilda
standart biiyiikliige ulasir. Dogada ne kadar agikta kalirsa kalsin, agirligin1 hi¢bir zaman
kaybetmemektedir. Tohum kabugunun su geg¢irmemesinden Otiirli insanlar yiizyillar
boyunca elmas, yakut ve ziimriit gibi miicevherleri tartmak i¢in kullanmigtir. Bugiin de bu

ozelligi onlarin kirat (karat) 6l¢ii birimi olarak kullanilmasini saglamistir [19,22].

Uzun yillar boyunca Ceratonia cinsi, Akdeniz'in kiy1 bélgelerinde bulunan C. siliqua tiirii
ile temsil edilmistir. Ancak, Umman ve Somali'nin kuzeyiyle sinirli olan ikinci bir tiir olan
C. oreothauma’nin tanimlanmasindan sonra bu cinsin ikinci bir tiir ile daha da temsil edildigi

ortaya konmustur [24].

Akdeniz’deki mevcut iklim kosullart g6z 6niine alindiginda agacin termofilik 6zelliginin
agir bastigi goriilmiistiir. Ispanya'daki keciboynuzu agaglarmin popiilasyonu, 1789'da
Valensiya'da ve 1956'da Katalonya'da soguk gecen subat ayindan sonra biiyiik zarar
gormiistiir. Akdeniz’e sinir1 olan her {ilkenin tarihinde ke¢iboynuzunun izlerine rastlamak
miimkiindiir. Her {ilke milyonlarca yillik siire i¢inde ke¢iboynuzunun kendi tilkelerine 6zgii
bir aga¢ olduguna inanabilecekleri sebeplerle kars1 karsiya kalmiglardir. Ornegin; Israil’de
Olea ve Ceratoniamin “dogal” olarak nitelendirildigi Oleo-Ceratonion bitki sosyolojik
olusumunun ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bu olusuma gore bitki, serotropik bir floranin

kalintisidir. Boylelikle antik ¢aglardan beri var oldugu kanitlanmistir [22, 24, 25].

Palacobotanik kanitlar incelendiginde 19. yiizyildan beri Ceratonia cinsine atifta bulunan
birkag fosil bulunmustur [26]. Bununla birlikte, iklim degisiklikleri C.siliqua’nin yayilimini
biiyiik olciide azaltmistir. C. Siliqua ile ilgili oldugu diisiiniilen polenler, Hule havzasinda
ve Hayonim Terasi'nda sirasiyla M.O. 43 ve M.O. 10.000 yillarina ait birikintilerde
bulunmustur. Buzul sonras1 zamanlarda, iklim kosullarindaki sert degisikliklerden de biiyiik

olgiide etkilenmistir [22, 26].

Arkeolojik kazilarda belgelenen ilk kalintilar, Israil’de bulunan, M.O. 80006000 yillarina
ait birikintilerde bulunan kegiboynuzu odunu ve M.O. 4000 yilinda kuzey ¢oliinde bir
magarada bulunan kalkolitik doneme ait iki kuru meyve pargasidir. Ayn1 magarada ayrica
zeytin ve nar meyvesi pargalart da bulunmustur. Arkeoloji, agacin Roma doneminde

[talya'nin Campania kentinde de ekildigini gdstermistir. Ciinkii M.S. 79'da patlayanVeziiv
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Yanardagi yakinlarindaki Herculaneum'da, 50 kadar iyi korunmus tortulasmis kegiboynuzu
kalintis1 bulunmustur. Kegiboynuzu, Roma Magarasi (3. ylizyil) tortularinda, Havuz
Magarasi, Musevi Colii, Israil ve Erken Arap (7. yiizyill) dénemine ait Avrona'da da
bulunmustur. Antonius (6. ylizyil),Jericho'da ke¢iboynuzu agaglarindan bahsetmistir. Rus
Piskoposu Daniel (12. yiizyil) Kudiis ¢evresinde, Hebron yamaglarinda, Tabor Dagi'nda ve
Nablus'ta bu tiirle ilgili kayitlar tutmustur. Arap gezgin El-Idrisi (12. yiizyilda), Jericho'daki
Jacques de Vitry'de (13. yiizyilda) oldugu gibi Sam'dan Tire'ye kadar kuzey kiyilarinda

kegiboynuzunu gordiigiinii yazmistir [22].

Kegiboynuzu agaci, Klasik Yunanca Ceratonia olarak ya da meyvenin adi olarak
biliniyordu. Aslinda bu isimler okiiziin boynuzuna atifta bulunarak da verilmistir.
Theophrastus, Babil'de M.O. 310 yillarinda yaptig1 arastirmasinda Iyonyalilar tarafindan
adlandirilan ve meyveleri olan bir agagtan bahseder. italya'da hala “suscella” olarak bilinen
keciboynuzu yukarida agiklandigi gibi Okiiz boynuzu anlamina gelen kelimelerden
olusmustur. ibraniler de kendilerince isimlendirerek ¢ok uzun zaman oénce keciboynuzu
agacii tanimlamislardir. Kegiboynuzu agaci genellikle Latince olarak siliqua, graeca veya

syriaca olarak bilinmektedir. Aga¢ bugiin Fas'ta slighwa - yani siliqua — olarak bilinir [22].

Kegiboynuzu agacinin kokeni incelendiginde; Giliney Arabistan ve Afrika orjinli oldugu
diistiniilmektedir. Ancak bu yerler keciboynuzu agacimin kokeni olsaydi, agacin Orta
Dogu'ya nasil ulastigini agiklamak gerekirdi. Bu durum Arabistan’in giineybat1 kesimlerinde
yabani olarak yetisen Mimusops laurifolia (Sapotaceae) ve Ficus sycomorus (Moraceae) gibi
ayn1 bolgeye 0zgii bazi diger agaclarin tarithgesiyle karistirilabilir. Yarimada ve kuzey
Etiyopya'da, Misirli seyyahlarin bu bitkileri yanlarinda Arabistan'dan getirdigine
inanilmaktadir. Galileo’a gore kegiboynuzu eski Misirli’lar doneminde, Nil vadisi
cevresindeki meyve bahgelerinde yetisen firavun incirine benzeyen tiirlerden biriydi.
Milyonlarca yillik iklim ve doga sartlarinin degisimini goz oniinde bulundurarak; kdkeninin
her ne kadar tartismalara yol agsada Arabistan yarimadasi, Israil, Misir, Giiney Anadolu,

Kibris, Kuzey Afrika veya Akdeniz’e sinir1 olan yerlerden biri oldugu agiktir [22].
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2.1.10. Kayith oldugu farmakope ve monograflar

C. siliqua: FFD Monograflari (Bitkiler ve Etkileri), PDR for Herbal Medicines [27]

Carob Bean Gum: Residue Monograph repared by the meeting of the joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA), 82" meeting 2016 Carob Bean Gum
(Clarified) [28]

Locust bean gum: Biritish Pharmacopoeia, Codex Alimentarius [29], Martindale [30]

2.2. C. siligua’min Kimyasal icerigi

2.2.1. Meyve

Taze meyvenin agirlik olarak %90°u etli kissmdan %10°u ¢ekirdekten olusmaktadir.
Keciboynuzu meyvesinin kimyasal icerigi yetistigi bolgeye ve hasat zamanina bagl olarak

degisim gostermektedir [31, 32].

Cizelge 2.1. Kegiboynuzu meyvesinin igerigi [33]

Icerik Miktarlar1 (% a/a)
Sakkaroz 46,35
Toplam lif 32,22
Indirgen sekerler 2,14
Protein 8,11
Pektin 0,80
Yag 0,77
Toplam ¢dziiniir polifenoller 0,82

Meyvede tanimlanan baslica sekerler, sakkaroz, glikoz ve friikktozdur. Ke¢iboynuzu meyvesi
pulpunda ayrica C vitamini, nikotinik asit ve kalsiyum pentotanat bulundugu da bildirilmistir
[13].

Keciboynuzu meyvesinde kafeinin saptanmadigi ve bu meyvenin A, B, B2, B3 ve D
vitaminleri ile yliksek miktarlarda kalsiyum, fosfor, potasyum ve magnezyum minerallerini
icerdigi bildirilmistir. Ke¢iboynuzu mineral maddelerce zengin olup igeriginde en fazla

potasyum icermektedir. i¢eriginde mevcut olan mineral miktarlar1: Potasyum (827 mg/100



15

g), kalsiyum (348 mg/100 g), magnezyum (54 mg/100 g), fosfor (79 mg/ 100 g), sodyum
(35 mg/100 g), selenyum (5 mg/100 g), demir (2,9 mg/100 g) ve bakir (0,6 mg/100 g).
Meyvenin etkili kisimlar siitten 3 kat fazla kalsiyum igermektedir [4, 31].

Bir bagka caligmada, ¢ekirdekleri ¢ikartilmis ke¢iboynuzu meyvelerinden elde edilen tozdan
hazirlanan metanol ekstresinin HPLC ile analizinde; gallik asit (10,21 ppm), pirogallol
(4970,18 ppm), protokatesik asit (79,47 ppm), klorojenik asit (101,09 ppm), katesin (27,97
ppm), katesol (164,67 ppm), sinnamik asit (7,78 ppm), kafein (48,23 ppm), vanillik asit
(13,92 ppm) ve ferulik asit (10,17 ppm) isimli bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizleri
yapilmistir. Ayrica bu tozda, yagda ¢oziinen vitaminlerden A (1,407 ug/100 g), E (5,377
ng/100 g) ve D (4,9 pg/100 g) vitaminleri; suda ¢dziinen vitaminlerden de C (830,08 mg/100
g), B2 (0,38 mg/100 g), niasin (185,68 mg/100 g), Bs (23,80 mg/100 g), folik asit (41,97
mg/100 g) ve Bz (1,30 mg/100 g) vitaminleri; minerallerden de mangan (10,24 mg/kg),
cinko (24,71 mg/kg), demir (381,80 mg/kg), bakir (4,84 mg/kg), selenyum (9,79 mg/kg),
kalsiyum (2123,00 mg/kg), sodyum (505,97 mg/kg), potasyum (8637,64 mg/kg), fosfor
(2255,21 mg/kg) ve kiikiirt (17577,80 mg/kg) minerallerinin varligi tespit edilmistir [34].

Minerallerce zengin olmanin yanmi sira kegiboynuzunda 24 ¢esit fenolik bilesik
bulunmaktadir. Fenolik maddelerce zengin keg¢iboynuzunda miktarca en fazla bulunan
fenolik madde gallik asittir. Bitkilerde bulunan dogal bir fenolik madde olan gallik asit, etkili
bir antioksidan olup o6zellikle yaglarin oksidasyonunu yavaslatmada c¢ok etkilidir.
Ke¢iboynuzu meyvesinin, biyoaktif bilesen olan D-pinitoliin 6nemli kaynaklarindan biri

oldugu bilinmektedir [2, 11, 35].

Cekirdekleri ¢ikartilmis meyve tozunda yapilan Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi
analizleri ile laurik asit (C12:0, %0,75), miristik asit (C14:0, %1,11), palmitik asit (C16:0,
%11,01), palmitoleik asit (C16:1, %0,65), heptadekanoik asit (C17:1, %0,15), stearik asit
(C18:0, %3,08), oleik asit (C18:1, %40,45), linoleik asit (C18:2, %23,19), linolenik asit
(C18:3, %2,47), arasidik asit (C20:0, %1,51), gadoleik asit (C20:1, %2,68) ve behenik
asitlerin (C24:0, %0,43) bulundugu rapor edilmistir [34].
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2.2.2. Tohum

Kegiboynuzu tohum kabuklari %6,1 oraninda polifenol, tohumlari ise aspartik asit, glutamik
asit, arjinin, serin, glisin, alanin, prolin, histidin, treonin, valin, izoldsin, 16sin, lizin,

triptofan, fenilalanin, tirozin, metionin ve sistein aminoasitlerini tagimaktadir [36, 37].
2.2.3. Yaprak

Bitkinin yapraklarinin etil asetat ekstresinde, yiiksek performansli sivi kromatografisi- kiitle
spektrometresi teknigi (C18 column, Zorbax, 2,6 250 mm, 3,5 um. partikiil biytkligi,
mobil faz: su, asetonitril, %0,1 formik asit, gradient sistem) ile 1,6-di-galloil-glukoz, 1,2,6-
tri-galloil-glukoz, mirsetin glukozit, 1,2,3,6-tetra-galloil-glukoz, mirsetin ramnozit ve

siringik asitlerin varlig tespit edilmistir [38].

Sonug olarak;

D- pinitol
Fenolik asit

Polifenoller

Sekil 2.5. Kegiboynuzu tohum ve meyvesinde bulunan kimyasal bilesikler [2]
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Cizelge 2.2. C. siliqua bitkisinin kimyasal bilesimi [2]

Polifenol Bitki kismi
(epi)gallokatesin Lif
(epi)gallokatesingallat Lif

Apigenin Lif, etli meyve
Katesin Tohum, etli meyve
Krizoeriyol Lif, etli meyve
Eridiktiyol Etli meyve
Genistein Etli meyve
[zoramnetin Lif, etli meyve
Kemferol Lif, etli meyve
Kemferolramnozit Lif
Kemferol-dezoksihekzozit ve -dihekzozit Etli meyve
Luteolin Lif, etli meyve
Mirsetin Tohum
Mirsetinramnozit ve -dezoksihekzozit Lif
Mirsetinhekzozit Lif, etli meyve
Naringenin Lif, etli meyve
Kersetin Lif, tohum
Kersetinarabinozit Lif
Kersetin-dezoksihekzozit ve -hekzozit Lif, etli meyve
Kersetinramnozit Etli meyve
Tristin 3’5 dimetil eter Lif, etli meyve
(epi)gallokatesin + 4 gallik asit {initesi Lif

Hekzoz + 2 veya 3 veya 4 veya 5 gallik asit linitesi | Lif

Pentozlar + 2 gallik asit iinitesi Lif
Prodelfinidindimer ve trimer Lif

2.3. C. siliqua’nin Kullanim Alanlar:

Avrupa ve Tiirkiye'nin Akdeniz bolgelerinde yasayan insanlar i¢in Kegiboynuzunun hem
biiyiik magazalarda hem de yerel piyasalarda satilan meyveleri ve iiriinleri, diyetlerine giiglii
katkida bulunan ve icerigi dolayisiyla ¢ok cesitli faydalar olan bir gidadir. Ulkemizde
kegiboynuzu; pekmez ve meyve olarak tiiketildigi kadar yaygin olarak besleyici 6zellikleri
ve yiiksek enerji degerinden dolay: kullanilmaktadir. Kegiboynuzu, gida sanayi, kozmetik

sanayi, ila¢ sanayi, sigara sanayi ve diger birgok alanda kullanimi1 olan bir bitkidir [4, 39].

2.3.1. Gida endiistrisinde kullanim

Kec¢iboynuzu meyvesinden elde edilen pekmez, yiiksek dogal seker igeriginden dolay1

dondurma veya keklerde dogal bir tatlandirict ve renklendirici olarak kullanilabilir [40, 41].
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Kec¢iboynuzu ununun ticari olarak iiretimi ve bunun iizerine yapilan ¢aligmalar, faydalarin
giin gectikce ortaya ¢ikmasiyla artmaktadir. Diisiik yag, disiik kalori, yiiksek lif iceriginin
yami sira az miktardaki kafein igerigi sebebiyle ¢ekirdeklerinden ayrilmis kegiboynuzu
meyvelerinden ogiitiilerek elde edilen kegiboynuzu unu, kakao yerine tercih edilmektedir.

Koku ve tadi da son derece iyi tolere edilebilir dlgtidedir [4, 42].

Giliniimiizde keciboynuzu tohumlari, gida miistahzarlarinda koyulastirma ajani olarak
kullanilan ke¢iboynuzu zamkini1 (CBG) elde etmek i¢in yaygin olarak degerlendirilmektedir.
Ozellikle gida endiistrisi i¢in kullamlan kegiboynuzu zamki, galaktomannan yapisinda bir
polisakkarittir. Gida endiistrisinde E410 kodu ile Koyulastirici, dengeleyici, emiilgator ve
jellestirici olarak kullanilir. Kegiboynuzu ¢ekirdeklerinin endospermlerinden elde edilen bu
zamks1 madde, basta dondurma olmak iizere yogurt, puding, eritme ve krem peyniri, su bazli
joleler, sekerlemeler, balik iiriinleri, igecekler, ketcap, mayonez, salga, unlu mamiiller ve

dondurulmus gida gibi birgok {irliniin en 6nemli bilesenlerinden biridir [31, 39, 43].

Pekmez, Tiirkiye'deki geleneksel bir gida iiriiniidiir. Uziim, dut, kayis1 ve keg¢iboynuzu gibi
seker agisindan zengin meyvelerden elde edilir. Bu meyvelerin suyu, %70-80 ¢oziinebilir
kuru madde icerigine kadar konsantre edilir. Pekmez, karbonhidratlar, mineraller, organik
asitler, proteinler, flavonoitler ve fenolik bilesikleri igerir ve bu sebeple beslenmede ¢ok
yararl bir iiriindiir. Su an Harnup pekmezi olarak da bilinen ke¢iboynuzu pekmezinin son

yillarda tiiketimi daha da ¢ok yayginlagsmistir [44].

Kegiboynuzu meyveleri, gida endiistrisinde sakiz, seker ve alkol gibi bir¢ok {iriiniin kaynagi

olarak da kullanilmaktadir [39].

Ayrica, Colyak hastalarinin glutensiz diyet uygulama asamasinda da diger unlarla birlikte

kegiboynuzu unu 6zellikle onerilmektedir [45].
2.3.2. Kozmetik endiistrisinde kullanimi
Farkl fizikokimyasal 6zelliklere sahip olan CBG, bir¢cok uygulamada kullanilan ¢ok yonli

bir ham maddedir. Emiilsiyonlarin miikemmel saglamlastirici ve stabilize edici

maddelerindendir. Toksik olmadigindan kozmetik endiistrisinde kullanilmaktadir [2]. CBG



19

cilt bakim kremlerinde, emiilsiyon dengeleyici ve formiiliin viskozitesini kontrol etmek

amaci ile ilave edilmektedir [2].

2.3.3. Tlag endiistrisinde kullanim

Gida endiistrisindeki kullaniminin yaninda, ke¢iboynuzunun mide iizerindeki olumlu etkileri
de diisiiniildiigiinde keciboynuzu zamki ila¢ endiistrisinde de kullanilmaktadir. Ilag
endiistiirisinde tek basina veya diger tasiyict molekiiller ile kombine olarak ilaglarin

kontrollii salinimi igin bir tagiyict ajan olarak kullanilmaktadir [46].

Kegiboynuzunun meyve kabuklari yiikksek karbonhidrat i¢erdiginden dolay1 surup tretimi
icin de kullanilabilmektedir [18]. Ke¢iboynuzundan, D-pinitol ekstre edilerek bu maddeyi
iceren ¢esitli gida takviyeleri ve ilaglar tiretilmektedir [47].

2.3.4. Sigara endiistrisinde kullanim

Keg¢iboynuzu pekmezi ve zamkinin tatlandirict bir madde olarak kullanildigi bilinmektedir.
Ticari sigaralarda duman tadini zenginlestiren pekmez veya sakiz ya filtreye ya da tiitiine
uygulanir. Bir sigarada toplam tiitiin agirligin %0,2’si kadar kullanilabilir [48].

2.3.5. Diger kullanim alanlari

Keg¢iboynuzunun islenmesi ile elde edilen her tirlii artik, tarimda kispe olarak
kullanilmaktadir. Ke¢iboynuzu pekmezi potansiyel olarak organik giibre seklinde kullanima
uygun oldugu bilimsel ¢alismalarla ispatlanmistir. Bu pekmezin topragi besleyerek iiriin
kalitesini artiran besleyici 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir [49]. Ayrica, Keg¢iboynuzu
meyvesi ve odunlu kisimlari, tekstil sanayinde ve odun kaynagi olarak da
kullanilabilmektedir [2].

2.4, Keciboynuzu Pekmezi
Literatiirde Ke¢iboynuzu pekmezi olarak; Carobmolases, Carobextract, Harnup 6zii, Harnup

pekmezi, Kegiboynuzu 6zii, Ke¢iboynuzu ekstresi isimleriyle de karsilasilasilabilmektedir

[20].
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Tirkiye’de Kegiboynuzu pekmezi, C. siliqua meyvelerinden elde edilen ve insanlarin
beslenmesi amaciyla uzun yillardir kullanilan geleneksel bir {irlindiir. Keg¢iboynuzunun
olgun ve kahverengi meyveleri yikanip, pargalanip, suyla yogun bir kivama gelene kadar
kaynatilir ve bu sekilde pekmez elde edilir. Pekmez, yiiksek oranda seker iceren bir iirlin
olmasi sebebiyle depolama siiresince enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarina maruz
kalmakta, 6zellikle indirgen sekerler ile azotlu maddeler arasinda ger¢eklesen Maillard
reaksiyonu sonucu iiriinlin besin degeri, tat, koku ve renginde olumsuz degismeler meydana
gelmektedir. Ayrica bu reaksiyon sonucu; onemli bir kalite kriteri olarak degerlendirilen 5-
hidroksimetil furfural (5-HMF) olusumu s6z konusu olmaktadir [50]. Kegiboynuzu
pekmezinin de kalitesini 5-HMF igerigi belirler. Insan metabolizmasi iizerine mutajenik
etkilere sebep olabilmesi nedeniyle pekmezlerde bu bilesigin konsantrasyonunun yiiksek
olmasi istenmemektedir. Yapilan bir caligmada, Kegiboynuzu pekmezinin 5-HMF
konsantrasyonunun, yiiksek seker igerigine (62,80 g/100 g) ragmen Tiirk Gida Kodeksinde
belirlenen degerden daha diisiik bir deger olan 12,25 mg/kg oldugu rapor edilmistir. S-HMF
miktarindaki bu diisiikliige pekmezin diisiik asit i¢eriginin neden oldugu belirtilmistir [1,51].

2.4.1. Keciboynuzu pekmezinin ozellikleri

Tiirkiye’de Kegiboynuzu 6zii veya pekmezi igeren ve satigi yapilan yaklasik 40’1 tizerinde
trlin bulunmaktadir. Kahverengi, viskoz yapida, yiiksek seker igerikli, kegiboynuzu
meyvesinin karakteristik kokusu ve tadina sahiptir. Kegiboynuzu pekmezi, soguk infiizyon
yontemiyle; buharli vakum altinda iiretilir. Igerdigi yiiksek seker oranina ragmen glisemik
indeksi diisiik olan bu iriiniin geleneksel birgok kullanimi oldugu bilinmektedir. Oda

sicakliginda stabilitesini korur [38].

2.4.2. Keciboynuzu pekmezinin kimyasal icerigi

Pekmezin, suda ¢oziiniir kuru madde miktar1 ortalama %71,2-72,3 ve toplam kuru madde
miktar ise ortalama %74,48-75,75 arasinda degisiklik gostermektedir. pH degeri 5,31-,40,

titrasyon asitligi degeri ise %0,55-0,66 civarindadir [52].

Keciboynuzu pekmezi ile ilgili yapilmis calismalara bakildiginda; total fenolik madde
miktar1 1,62 mg gallik asit esdegeri/g kuru agirlik, 5S-HMF 1,53 mg/kg, total seker 62,80
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g/100 g, invert seker 17,05 g/100 g ve sakkaroz miktar1 45 g/100 g olarak rapor edilmistir
[1].

Kec¢iboynuzu pekmezi igerdigi zengin seker iceriginin yaninda potasyum (1057, 3 mg/100
g), fosfor (77,8 mg/100 g), magnezyum (55,6 mg/100 g) ve kalsiyum (314,9 mg/100 g) gibi
mineraller ve A, B, C ve D vitaminlerini de igermektedir [37, 52]. Kegiboynuzu pekmezinde
alkaloit, flavanoit, tanen, ve saponinler gibi sekonder metabolitler de bulunmaktadir [53,
54].

Tiirkiye’de Malatya yoresinde elde edimis Keg¢iboynuzu pekmez orneklerinde yapilan
analizlerde; sodyum (1775 + 247 mg/kg), potasyum (1039 + 126 mg/kg), kalsiyum (157 +
14 mg/kg), demir (0,7 + 0,1 mg/kg), mangan (0,20 + 0,01 mg/kg), nikel (1,60 + 0,07 mg/kg),
cinko (2,3 £ 0,9 mg/kg), bakir (4,05 + 0,90 mg/kg) ve fosfor (48,0 £ 7,0 mg/kg) mineralleri
tespit edilmistir. Ayrica bu pekmezin total fenol icerigi 200 mg polifenol/g drnek olarak
hesaplanmistir [55].
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Cizelge 2.3. Tunus’ta iiretilen ev tipi pekmez (ETP), ticari tip pekmez (TTP) ve
ke¢iboynuzu meyvelerinin (KM) kimyasal bilesimi [56]

Bilesik %

ETP TTP KM
Yag asitleri 34,79 1,48 65,51
Oleik asit 2,65 - 26,54
Palmitik asit 16,08 | 1,48 23,67
Linoleik asit 0,93 - 5,34
Stearik asit 6,56 - 4,48
Kaproik asit 8,57 - 29
Palmitoleik asit - - 1,03
Miristik asit - - 0,73
Margarik asit - - 0,38
Kaprik asit - - 0,28
Pentadekanoik asit - - 0,16
Hidrokarbonlar 0,00 0,00 1,94
Tetrakosan - - 0,49
1,13-Tetradekadien - - 0,46
Trikosan - - 0,33
Pentakosan - - 0,31
Eikosan - - 0,20
Heptakosan - - 0,15
Terpenler 23,54 28,36 | 3,88
Mentol 5,67 14,14 | 2,37
Karvon 12,62 14,22 | 1,37
Skualen - - 0,14
Limonen 3,71 - -
Menton 1,54 - -
Siloksanlar 4,00 22,37 | 5,02
Tetradekametil-sikloheptasiloksan 1,15 4,61 3,08
Eikosametil-siklodekasiloksan 1,32 7,64 1,76
Hekzadekametil-heptasiloksan - 0,90 0,18
Hekzadekametil-siklooktasiloksan 1,53 9,22 -
Karboksilik asitler 3,80 0,00 0,00
Fitalik asit 1,96 - -
8-Oktadekenoik asit 1,84 - -
Digerleri 2,66 8,30 5,06
Sitosterol - - 1,49
4-(3,4-dimetoksibenziliden)-1-(4-nitrofenil)-3-fenil-2-pirazolin-5-on | 2,66 5,86 3,57
Demir, monokarbonil-(1,3-butadien-1,4-dikarbonik asit, dietilester) | - 2,44 -
a,a’-dipiridil

2.4.3. Keciboynuzu pekmezi iiretimi

Kegiboynuzu Infiizyonu; Kahverengi olgunlasmis kegiboynuzu meyvelerinin yikanip
kurutularak, pargalanip, 6giitiilmesi sonucunda haslayarak demlemeden olusan, sonrasinda
buharli ve vakumlu kazanlarda yogunlastirma islemi ile yapilan, ¢ok 6zel bir {riindiir.

60°C’yi ge¢meyen buharli ve vakumlu ortamdaki diisiik 1s1 ile tiretim iriintin i¢indeki
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vitamin ve mineral degerlerini koruyarak ugucu bilesikleri iginde tutmasini saglar.
Kegiboynuzu pekmezinin geleneksel iiretimi esas olarak ekstraksiyon, aritma ve

yogunlastirma asamalarindan olusur.

Ticari iretiminde ise, elek c¢aplari 5-7 mm olan eleklerden gecirilen pargalanmis
Keciboynuzu meyve pargalar1 85°C'de sicak suyla ekstraksiyona tabi tutulur. Kegiboynuzu
meyveleri daha sonra yaklasik 3 saat boyunca ters akis yontemi ile ekstre edilir. Ekstraksiyon
isleminden sonra, ekstrakt perlit veya bentonit gibi filtreler yardimi ile siiziilerek
berraklastirilir ve 50-60°C arasindaki sicakliklarda bir vakumlu buharlastirict kullanilarak
konsantre edilir. Berrak pekmez, 65-70°C'ye kadar ¢ikarilan sicakliklarda iyice
yogunlastirilir. Mikrobiyal kontaminasyonu ve bozulmayi 6nlemek i¢in 85°C'de pastérize

edilir. Kegiboynuzu pekmez hermetik olarak cam kavanozlara doldurulur [1, 44].

2.4.4. Keciboynuzu pekmezinin stabilite ve depolanma kosullar:

Serin, kuru ortamda; 1siktan korunarak renkli cam siselerde, sise kapagini agmadan raf
omriine kadar saklanabilir. Sise kapagini agtiktan sonra en geg 2 ay i¢inde tiiketilmelidir [1,
44].

2.5. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Dogal iiriinler, tarih boyunca, kanser ve seker hastaligi da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
hastaliklara kars1 faydali bircok sekonder metabolit grubunu icermislerdir. Bilimsel
gelismeler 15181nda dogal kaynaklardan elde edilen iiriinlerin etkinligi ve giivenirliligi giin
gectikce daha da artmaktadir. Kegiboynuzunun insan sagligina iliskin kimyasal bilesimi ve
iliskili biyolojik etkisi hakkinda bilgiler derlenerek 6zetlenmistir. Bununla birlikte in vitro,

in vivo ve klinik ¢alismalarin sonucuna da yer verilmistir.

Keciboynuzu serbest radikalleri baglayarak antioksidan olarak, antimikrobiyal, bagisiklik
sistemini giiglendirici, sindirim sistemi bozukluklarinda (diyare-kabizlik), gastritte,
karaciger ve bobrek koruyucu olarak, {ist solunum yollar1 enfeksiyonunda, probiyotik
tiretiminde besi yeri olarak, kardiyovaskiiler sistem hastaligi riski olan hastalarda diisiik

dansiteli lipoprotein (LDL) diisiiriicii olarak, dis ve dis eti rahatsizliklarinda, seker



24

hastaliginda, antikanserojenik olarak, kas gelisiminde ve yiiksek enerji potansiyeli nedeniyle

dogal uyarici olarak kullanilabildigi bu boliimde 6zetlenmistir.

2.5.1. In vitro calismalar

Antimikrobiyal aktivite

Yapilan bir ¢calismada, Kegiboynuzu yapraklarinin n-hekzan, metanol, etanol, etil asetat ve
sulu ekstrelerinin disk diflizyon yontemi ile Escherichia coli ATCC 29998, Escherichia coli
ATCC25922, Escherichia coli ATCC 11230, Staphylococcus aureus ATCC 6538P,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Salmonella thyphimurium CCM 5445, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve mantar olarak Candida
albicans ATCC 10239 mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.
Antimikrobiyal aktiviteleri bilinen seftazidim ve nistatin maddeleri standart olarak, DMSO
ise kontrol amaci ile kullanilmistir. Etanol ile hazirlanan ekstre 10 bakteriden 5’ine karsi
aktif bulunmustur. Escherichia coli ATCC 29998, Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Enterococcus faecalis ATCC 29212 veya
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785’ne karsi antimikrobiyal etkinligi bulunamamustir.
Etil asetat ve n-hekzan ekstrelerinin, Enterococcus faecalis ATCC 29212’e¢ Kkarsi
seftazidimden daha aktif oldugu ancak metanol, etanol ve sulu ekstrelerinin Enterococcus
faecalis ATCC 29212’¢ kars1 hi¢ antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Tiim
ekstreler Escherichia coli ATCC 25922¢ karsi etki gosterirken metanol ekstresi Escherichia
coli ATCC 29998’e karsi etkili bulunmustur. Seftadizin, C. albicans disindaki tiim
mikroorganizmalara karsi aktifken, nistatin C. Albicans ATCC 10239’a kars1 antifungal
aktivite gostermistir. Etanol, metanol ve sulu ekstreler; C. Albicans ATCC 10239,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 12228’¢ karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir [57].

Yapilan bir ¢alismada, Ke¢iboynuzunun yaprakli gévde ve ciceklerinin metanol ve sulu
ekstrelerinin, metanol ekstresinden elde edilen petrol eteri fraksiyonu, kloroform fraksiyonu,
metanol fraksiyonu ve %50 metanol fraksiyonlarinin agar diliisyon yontemi ile Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococus aureus, Pseudomanas aeuriginosa

mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkileri ampisilin, gentamisin, amikasin,
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klindamisin antibiyotikleri ile mukayese edilerek test edilmistir. Ekstre, fraksiyon ve
antibiyotiklerin MIK degerlerinin 0,0625 pg/ml ve 516 pg/ml arasinda degistigi tespit
edilmistir. Petrol eteri fraksiyonu Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’ye (15,29
13,45 pg/ml, sirasiyla), ¢iceklerden hazirlanmis olan metanol ekstresi ise Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi (24,745 pg/ml) etkili bulunmustur. Bitkinin igerigindeki naringin,

apigenin ve rutin, antimikrobiyal etkiden sorumlu oldugu bilinen flavonoitleridir [58].

Antioksidan aktivite

Bu boliimde Kegiboynuzunda bulunan polifenolik antioksidanlarin aktivitelerine ait literatiir

calismalarini derledik.

Antioksidan maddeler; viicuttaki tiim hiicreleri etkileyerek, kardiyovaskiiler ve pulmoner
sistem hastaliklari, kanser, katarakt, yaglanma gibi siire¢ ve hastaliklarda rolii oldugu bilinen
serbest radikallerin, saglik lizerindeki zararli etkilerini azaltan maddelerdir. Bu etkilerini;
serbest radikal reaksiyonlarmni durdurarak, oksijeni ve metalleri baglayarak oksidasyonun
sebep oldugu zararlari engellemek, LDL oksidasyonunu 6nlemek yoluyla gosterebilirler [41,
47].

Yapilan bir calismada Kegiboynuzu pekmezi, gelismis isleme 6zelliklerine sahip bir toz elde
etmek lizere maltodekstrin ilavesiyle piiskiirtiilerek kurutulmustur. Pekmez ve kurutulmusg
tozun antioksidan aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme yontemi
kullanilarak tespit edilmistir. Ke¢iboynuzu pekmezinin besin degerini kaybetmemesi, raf
omrii ve stabilite gibi 6zelliklerini iyilestirmek i¢in yapilan bu kurutma islemi sonucunda
elde edilen oOrneklerin, total fenol ve antioksidan aktivitelerinin islem gérmemis ham

Kec¢iboynuzu pekmezine gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir [41].

Yapilan bir ¢calismada, Kegiboynuzu kuru meyveleri soguk su ile iki kez ardindan sicak su
ile ekstre edilip seker igeriginden armndirilan ham polifenolik fraksiyonun antioksidan
aktivitesi, DPPH radikali siipiiriicii aktivite, f-karoten agartma yontemleri kullanilarak
antioksidan aktivitesi oldugu bilinen gallik asit, katesin, proantosiyanidin, kersetin,
epigallokatesin, epikatesingibi maddelerin antioksidan aktivitesi ile kiyaslanmistir. f-
karoten agartma yontemine gore elde edilen ekstrenin 10 pg/ml konsantrasyonda

epikatesingallat ve kersetin (10 pug/ml) kadar etkili oldugu goriilmistiir. DPPH radikali
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slipiiriicti aktivite sonuglar1 ise ekstrenin 25 pg/ml konsantrasyonda, prosiyanidin Bl ve

epikatesin kadar etkili oldugunu gostermistir [52].

Yapilan bir ¢alismada, Kegiboynuzu yapraklarinin (disi, erkek, ¢ift eseyli agaglar) etil asetat
ve metanol ekstreleri DPPH yontemi kullanilarak antioksidan etkileri yoniinden
degerlendirilmistir. Erkek bitkiden toplanan yapraklarin hem en yiiksek antioksidan

aktiviteye hem de total fenol igerigine sahip oldugu goériilmiistiir [53, 54].

Yapilan bir ¢alismada, Keciboynuzu yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrenin ve total
oligomer flavonoitge zengin fraksiyonun antioksidan aktivitesi mikrozomal lipid
peroksidasyon inhibisyonu ve hiicresel antioksidan aktivite yontemleri ile incelenmistir. Her
iki 6rnekte L1210 hiicrelerinde lipit peroksidasyon lizerinde herhangi bir etki géstermezken;
H20> nedenli lipit peroksidasyonda koruyucu etkiler olusturdugu tespit edilmistir. Diger
yandan yine her iki 6rnek hiicresel antioksidan aktivite yonteminde doz bagimli olarak
intraseliiler reaktif oksijen tiirlerinin birikiminin azaltilmasi {izerinde etkili olduklar

gortilmistiir [59].

Bagka bir ¢alismada, tohumlar1 ¢ikartilmis ve toz edilmis kegiboynuzu meyvelerinden
hazirlanan ekstrelerin (etil asetat, metanol, %80 metanol, %80 aseton, %80 asetonitril)
antiradikal aktiviteleri ve demir indirgeme giicii etkileri antioksidan aktivitesi iyi bilinen 5
adet antioksidan etkili (gallik, kafeik, tannik asit katesin ve kersetin) bilesik ile
karsilagtirilmistir. %80°lik aseton ile hazirlanan ekstrenin; kirmizi sarap ve tannik asitten
daha giiclii, katesin ile karsilastirilabilir, gallik, kafeik asit ve kersetinden daha az antiradikal
aktivite gosterdigi gorlilmistiir. Ayni ekstre demir indirgeme giici yOniinden
degerlendirildiginde; kirmizi sarap ve katesinden 4 kez daha etkili, gallik asit ve kafeik asit

kadar da etkili oldugu tespit edilmistir [60].

2.5.2. In vivo cahsmalar

Sperm kalitesi lizerine etki

Yapilan bir ¢alismada, 64 eriskin fare {izerinde kuru Kegiboynuzu meyve tozundan
hazirlanmis olan sulu ekstrenin sperm kalitesi arastirilmistir. Hayvanlar rastgele 8 gruba

ayrilmistir. Kontrol grubuna herhangi bir sey verilmemistir. Busulfan grubuna tek bir doz
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intraperitonal (ip.) olarak 10 mg/kg busulfan enjekte edilmistir. Test gruplarma 800, 400,
200, 100 and 50 mg/kg dozlarda ekstre, 10 mg/kg busulfan ile birlikte 35 giin (farelerdeki
spermatogenez sebebiyle) boyunca uygulanmistir. Farelerden alinan kan orneklerinde,
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) testi ile uygulanarak testosteron seviyeleri
Olgiilmiistiir. Ayrica malondialdehit ve siiperoksitdismutaz enzimi seviyeleri de
degerlendirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, 800 mg/kg keciboynuzu ekstresinin kisir
farelerde hareket edebilen sperm yiizdesi ve spermlerin hareket etme sekli (sperm motilitesi)

parametreleri ve diger kan degerleri tizerinde en etkili ekstre oldugu goriilmiistiir [61].

Antidiyabetik aktivite

Yapilan bir galismada, D-pinitoliin diyabetik hastalarda etkisi fareler {izerinde arastirilmistir.
Kullanilan fareler gruplandirilmis, iclerinde obezite ve diyabetik olanlarda D-pinitoliin
verildigi farelerde kan seker seviyelerinde iyilesme gozlemlenmistir. Arastirma sonucunda,
farelerde D-pinitol akut ve kronik olarak insiilin gibi davrandigi ve plazmadaki glikoz

miktarini1 diigiirdiigii goriilmistiir [4, 62].

Kemoprotektif aktivite

Harnup 6ziiniin bir kanser ilac1 olan siklofosfodamid’e karsi1 kanserli fareler tizerinde yapilan
caligmalar neticesinde, bagisiklik sisteminin en hassas bilesenleri olan dalak ve lenfatik
dokulardaki olumsuz CYP etkisine karsi etkinligi degerlendirilmis olup, tiim Keg¢iboynuzu
ile tedavi edilen gruplarda restore edilen hematolojik 6l¢iimlerde anlamli diisiise neden
oldugu dogrulanmistir. Bu ¢alisma neticesinde kanser ilaglariin advers etkisini azaltic

ozelligi gosterilmistir [63].

Hepatoprotektif aktivite

Yapilan bir caligmada, Ke¢iboynuzunun meyvelerinin etli kisimlart (%90) ve tohumlarinin
(%10) karisimlart sulu ekstresinin, sicanlarda etanol nedenli oksidatif strese karsi
hepatoprotektif etkisini degerlendirmislerdir. Keg¢iboynuzu, kontrol, etanol ve etanol+
Kegiboynuzu olarak dért grup olusturulmustur. Ip. olarak uygulanan 6 g/kg dozdaki etanol,
karacigerde aspartatamino transferaz ve alanin transferaz artisina sebep olarak

hepatoksisiteye neden olmustur. Ayrica, karaciger ve plazma hidrojen peroksit ve serbest
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demir seviyelerinin arttig1 da tespit edilmistir. Kontrol ve Keg¢iboynuzu grubuna etanol
verilmemistir. Etanol grubu ve etanol+Kegiboynuzu grubuna 6 g/kg etanol ve 600 mg/kg
Kegiboynuzu meyvelerinin sulu ekstresi ip. yoldan uygulanmistir. Kegiboynuzu sulu
ekstresi 7 giin boyunca uygulanmis, sonrasinda yapilan biyokimyasal ve histopatolojik
degerlendirmeler sonucunda etanol-nedenli oksidatif streste etanoliin neden oldugu olumsuz

tabloda iyilesmeler oldugu rapor edilmistir [64].

Nefroprotektif aktivite

Yapilan bir ¢alismada, farelerde sisplatin nedenli (10 mg/kg, ip.) nefrotoksisite modelinde,
Keg¢iboynuzu meyve ve yapraklarindan %70’lik etanol ile perkolasyon yontemi ile
hazirlanmis ekstrelerin (100 mg/kg ve 200 mg/kg, oral) nefroprotektif etkileri
degerlendirilmistir. Sentetik bir antikanser ilag olan sisplatin, olusumuna neden oldugu
reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller ile nefrotoksisiteye sebep olur. Sonuglar, sisplatin
uygulamasinin tiim farelerde anormal bobrek fonksiyonlarina neden oldugunu gostermistir.
Serum iire ve kreatinin seviyeleri, sisplatin verilen kontrol grubunda normal gruba gore
onemli miktarda yiikselis gostermistir. Kontrol grubuna gore Keg¢iboynuzu meyvelerinin
sulu etanollii ekstresinin (200 mg/kg) uygulandigi grup hayvanlarinda, serum kreatinin ve
iire seviyelerinin sirasiyla %57,5 ve %51,5 oraninda diistiigii tespit edilmistir. Ayrica,
sisplatinin neden oldugu siiperoksitdismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi bobrek
antioksidan enzim seviyelerindeki azalma, Kegiboynuzu meyve ve yapraklarinin sulu
etanollii ekstrelerinin test edilen tiim dozlar1 (100 ve 200 mg/kg) ile 6nemli 6l¢lide inhibe
edilmistir. Ke¢iboynuzunun hem meyve hem yaprak sulu etanol ekstreleri (100 ve 200
mg/kg) lizozomal enzimlerin aktivitesini de saglikli grup seviyesine diislirmiistiir. Sonuglar,
Keciboynuzu ekstrelerinin bobrekleri oksidatif hasardan koruyarak nefroprotektif etkiler

gosterdigini kanitlamistir [65].

2.5.3. Klinik ¢calismalar

Hiperlipidemide kullanimi

Kec¢iboynuzundan elde edilmis liften zengin diyetle beslenmenin, 22-66 yas araligindaki
hiperlipidemi hastalarinda serum lipit seviyeleri iizerindeki etkisinin arastirildigi plasebo

kontrollii bir klinik ¢alismada, 4 hafta boyunca bir gruba sadece giinliik 8 g Exxenterol®
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(%84 c¢oziinmeyen polifenol igeren kegiboynuzu lifi) verilmistir. Plasebo grubu 8 g
maltodekstroz kullanmistir. Exxenterol® grubundaki hastalarmn serum lipid diizeyindeki
diisiis 257,9 mg/dl’den 211,4 mg/dl’ye (%17,8); serum LDL seviyesi 207,9 mg/dl’den 159,7
mg/dl (%22,5) seviyelerine diismiistiir. Plasebodaki diisiis Exxenterol® kullanan hastalara
gore ¢ok daha diisiik bulunmustur. Kegiboynuzu diyet lifinin kolesterol ve kan lipit
seviyelerini diislirdiigii kardiyovaskiiler ve damar saglig1 agisindan énemli bir besin oldugu

ortaya konmustur [66].

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, erigskinlerde Keg¢iboynuzu ununun kan lipit profiline
etkisini belirlemek amaciyla; sigara igmeyen, belirli gida takviyelerinden uzak, gebe
olmayan, bir yildir ila¢ kullanmayan hastalardan, trigliserit diizeyi 360 mg/dl’den ve/veya
toplam kolesterol diizeyi 200 mg/dl’den, beden kitle indeksi (BK1) ise 25 kg/m?’den yiiksek
20 goniillii eriskin (35-60 yas, 10 erkek ve 10 kadin) belirlenmistir. Kisilerin 2 ay siire ile
her giin 10 g Keg¢iboynuzu unu ile beslenmeleri saglanmistir. Aragtirmanin sonucu hafta i¢i
ve hafta sonu beslenme kayitlar1 tutularak, 1. ve 2. aylarda kan sonuglar1 olgiilerek
degerlendirilmistir. Ke¢iboynuzu unu ile beslenmeye basladiktan sonra bireylerin toplam
kolesterol diizeyinde 1. ayda %7,89+13,03, 2. ayda ise %13,724+13,36 azalma gorilmiistiir.
Toplam lipit diizeyinde ise baslangica gore %14,89+16,09 diisiis saptanmustir. Erkeklerdeki
trigliserit degeri diiserken kadinlarda trigliserit seviyelerinde pek bir degisim
gozlemlenmemistir. LDL kolesterol seviyesinde 6nemli bir diistis (her iki cinsiyet igin: 1.
ay: %8,90+£23,25; 2. ay: 13,09+14,77; Erkek:%13,27+17,34; Kadin:%12,90+£12,63)
belirlenmistir. Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)/LDL seviyelerinin oranlarinda 6nemli bir
degisim gozlemlenmemistir. Sonu¢ olarak Keg¢iboynuzu unu kan lipit seviyelerinin

diisiirmede etkin bir yontem olarak kayda gegirilmistir [67].

Gastro-ozefajial reflii lizerine etkisi

Gastro ozefajial refii lizerine Kegiboynuzu zamkinin etkisinin degerlendirlmesi igin 1 ve 6
aylik 56 bebek iizerinde yapilan bir caligmada, bebekler ii¢ gruba ayrilmistir. A grubu; 0,33
9/100 ml sogukta ¢6ziinen Kegiboynuzu zamki galaktomannanlart igeren mama, B grubu;
0,45 g/100 ml sogukta ¢oziinen Kegiboynuzu zamki galaktomannanlari iceren mama, C
grubu: 0,45 g/100 ml sicakta ¢oziinen Kegiboynuzu zamki galaktomannanlari igeren mama

kullanmiglardir. Degerlendirmeler, reflii nedenli 6zefajial asit maruziyetini azaltma ve
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giinliik reflii sayisindaki degisimler iizerinden yapilmistir. Ozellikle A grubu bebeklerde bu

parametrelerde olumlu degisimler tespit edilmistir [68].

Randomize klinik bir ¢alismada, ortalama bir buguk aylik erkek bebeklere 8 hafta siiresince,
Kegiboynuzu zamki1 i¢ceren mama (tedavi grubu: 82 bebek, Ticari isim: Humana AR 1) ve
kegiboynuzu icermeyen mama (kontrol grubu: 84 bebek, Ticari isim: Humana Plus)
verilmistir. Sonuglar, tiim bebeklerde hem doérdiincii hem de sekizinci hafta sonunda kusma
sayisinda onemli bir diisiis oldugunu gostermistir. Ayrica, sekiz haftalik tedaviden sonra,
bebeklerin yaklagik Ttgte ikisi ya asemptomatikti ya da semptomlari diizelmisti.
Asemptomatik bebek sayisi, tedavi grubunda (%34) kontrol grubuna (%14) kiyasla daha
fazla bulunmustur. Bununla birlikte, tedavi grubundaki 82 bebekten 14'iinde, ishal
ataklarmin artmasi nedeniyle ilk 2 hafta icinde Keciboynuzu zamki iceren mamanin
verilmesi durdurulmustur. 14 bebegin sonuglarin analizinin disinda tutulmasi durumunda,
Keciboynuzu zamki iceren mamanin diger mamaya gore daha etkili oldugu sdylenmistir.
Calisma, Kegiboynuzu zamki igeren formiiliin kullanilmasinin asemptomatik bebek sayisini
artirma kabiliyetine sahip oldugu sonucuna varmistir, ancak ayni zamanda diyare yol
acabilecegi, boylece gastro o6zefajial problemin c¢oziimlenmesinde bir yontem olarak

potansiyel faydasini azalttig1 sonucuna varilmistir [69].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Ankara’daki eczanelerden, aktarlardan ve kozmetik satisi yapilan yerlerden 2019 yilinda
satin alinmis olan 10 Keciboynuzu 6zii lizerinde calismalar tamamlanmistir. Calisilan

orneklerin kodlar sirasiyla verilmistir;

CSAS
CSMi
CSHU
CSDOL
CSDOG
CSBO
CSKE
CSCA
CSDR
CSOR
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Resim 3.1. Numune olarak satin alinan Kegiboynuzu 6zleri
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3.2. Fitokimyasal Analiz Yontemleri

3.2.1. Total fenol miktar1

Numuneler 1 mg/ml konsantrasyonlarda calisildi. ELISA plaklarindaki kuyucuklara 100 pl
%10’luk Folin Ciocalteu ¢ozeltisi ve 20 pl numune ¢ozeltisi Eppendorff pipeti ile konuldu
ve 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi. Siire sonunda %7,5’luk sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave
edildi ve 30 dk. oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi. Ardindan olusan renk siddeti, 735
nm’de ELISA cihazinda (Versa Max ELISA Microplate Reader) 6l¢iildii. Her bir 6rnek igin
3 kez olgtim yapilmistir ve sonuglar mg gallik asit (GAE) esdegeri/g ekstre olarak ifade
edilmistir. Standart gallik asitten (Sigma-Aldrich, CAS Number: 5995-86-8) 1 mg/ml, 0,5
mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,01 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢6zeltilerden

bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir.

Kalibrasyon grafigi: y=4,0103x-0,0413, R2=0,9989.

3.2.2. YPSK Yontemi ile fenolik maddelerin analizleri

Epikatesin ve Katesin Yapisindaki Maddelerin Analizi

Ornek hazirlanmasi

Numuneler, 4’te 1 oraninda %25’lik asetonitril (HPLC grade) ¢ozeltisi ile seyreltilmis ve

0,42 um por biiyiikligiindeki filtrelerden siiziilerek viallere aktarilmistir.

Analiz Sartlar

Analizi yapilan maddeler: Epikatesin (Sigma Aldrich, 68097), katesin (Sigma Aldrich,
C1251)

Cihaz: HP Agilent 1260 series LC Sistemi

Pompa: HP Agilent 1260 series 4 (quaternary pump) LC pompa

Kolon: ACE 5 C18 (5 pm, 150 mm x 4,6 mm)

Kolon Sicakligi: 25°C

Dedektor: UV dedektor (278 nm)



34

Enjeksiyon Unitesi: HP Agilent 1260 series Autosampler

Akis Hizi: 0,8 ml/dk

Enjeksiyon Miktari: 20 pl

Analiz Stiresi: 24 dk. (2 dk. iginde baslangi¢ kosullarina geri doniilmiistiir).

Cizelge 3.1. YPSK teknigi ile katesin grubu maddelerin analizi i¢in kullanilan mobil faz

Zaman % A %B

(dk.) Asetonitril: su: formik asit | Su:formik asit
(80:20:0,1) (100:0,1)

0 5 95

5 15 85

18 50 50

21 100 0

24 100 0

Fenolik asit, Umbelliferon ve Flavonoit yapisindaki maddelerin analizi

Ornek hazirlanmasi

Numuneler, 4’te 1 oraninda %25°lik asetonitril (HPLC grade) ¢ozeltisi ile seyreltilmis ve

0,42 um por biiyiikliigiindeki filtrelerden siiziilerek viallere aktarilmistir.

Analiz Sartlar:

Analizi yapilan maddeler: Ferulik asit (Sigma Aldrich, 1270311), gallik asit (Sigma Aldrich,
G7384), 2-hidroksisinnamik asit (Sigma Aldrich, H22809), kafeik asit (Sigma Aldrich,
C0625), klorojenik asit (Sigma Aldrich, C3878), p-kumarik asit (Sigma Aldrich, C9008),
prokatesik asit (Sigma Aldrich, 03930590), rutin (Sigma Aldrich, PHL89270), sinapikasit
(Sigma Aldrich, D7927), siringik asit (Sigma Aldrich, S6881), umbelliferon (Sigma
Aldrich, 54826), vanilik asit (Sigma Aldrich, 94770)

Cihaz: HP Agilent 1260 series LC Sistemi

Pompa: HP Agilent 1260 series 4 (quaternary pump) LC pompa

Kolon: ACE 5 C18 (5 um, 150 mm x 4,6 mm)

Kolon Sicakligi: 25°C

Dedektor: UV dedektor (320 ve 265nm)

Enjeksiyon Unitesi: HP Agilent 1260 series Autosampler
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Akis Hizi: 0,8 ml/dk
Enjeksiyon Miktart: 20 pl
Analiz Stiresi: 43 dk. (2 dk. iginde baslangi¢ kosullarina geri doniilmiistiir).

Cizelge 3.2. YPSK teknigi ile fenolik asit, umbelliferon ve flavonoit yapisindaki maddelerin
analizi i¢in kullanilan mobil faz

Zaman % A %B
(Dk.) Asetonitril: su: formik asit Su: formik asit
(80:20:0,1) (100:0,1)
0 5 95
10 15 85
17 15 85
22 20 80
32 30 70
35 100 0
43 100 0

3.3. Aktivite Yontemleri

3.3.1. Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Total antioksidan kapasite (Fosfomolibden yontemi)

Numune ¢6zeltilerinden 100 pul Eppendorff tiiplerine koyuldu. Ardindan Eppendorff pipeti
ile 1 ml molibdat ¢6zeltisi ilave edildi. Vorteksleme islemi sonrasinda 90°C’de 90 dk. inkiibe
edildi. Siire sonunda tiipler hemen sogutulup, renk siddeti 695 nm’de Olgiildii. Sonuclar
askorbik asit esdegeri (AAE) olarak hesaplanmistir [70].

ABTS radikali siipiiriicli aktivite

2,2-Azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS) 7 mM konsantrasyonda distile su
icerisinde hazirlandi. Potasyum persiilfat ilavesi ile final konsantrasyonu 2,45 mM’a
getirilerek ABTS katyonu olusumu saglandi. Radikal olusumu igin 12-16 saat oda
sicakliginda karanlikta bekletildi. Cozeltinin absorbansi 0,70+0,02 olacak sekilde etanol ile
seyreltildi. 1 ml diliie ABTS ¢ozeltisi 10 ul 6rnek ¢ozeltisi ile karistirildi. 6 dk. sonra
karisimin absorbansi 734 nm’de Olgiildi. Gallik asit referans madde olarak kullanildi.

Deneyler 3 kez tekrarland1 [71]. Ko6r olarak ketanol kullanildi.
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% inhibisyon asagidaki formiille hesaplandi;
% inhibisyon= [(AC — AS)/AC] x 100, Ac: Kor ¢ozeltisinin absorbsiyonu, As: Numune

¢ozeltisinin absorbsiyonu

Metal baglama kapasitesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan numune ¢ozeltilerinden 96 kuyucuklu ELISA
plaklarma 100 ul 6rnek ve 10 ul 2 Mm FeCly ¢ozeltisi eklendi. 5 dk. oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra 20 pl 5 mM ferrozin (3,2-(piridil)-5,6-bis(4-fenilsiilfonikasit)-1,2,4-
tirazin) eklenerek tekrar karistirildi ve 10 dk sonra olusan Fe*?-ferrozin kompleksinin
absorbanst 562 nm’de Olciildii. Referans olarak kullanmilan Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ¢ozeltisi 1; 0,5; 0,25 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlandi. 10 dk. oda 1sisinda
bekledikten sonra renk siddeti 562 nm’de 25°C sicakliga getirilmis ELISA cihazinda
olciildii. Deneyler 3 kere tekrarlandi. Orneklerin Fe*? ile selat yapma kapasitesi asagidaki
denklem ile hesaplandi [70].

% Selat yapma aktivitesi = [1- (6rnek absorbansi/kontroliin absorbansi)] x 100

3.3.2. Antimikrobiyal aktivite tayin yontemi

Arastirmada kullanilan mikroorganizmalar

Gram pozitif bakterilerden; Staphylococcus aureus (ATCC6538), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Gram negatif bakterilerden; Escherichia coli (RSKK 95085), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 1069), mayalardan:
Candida albicans (ATCC 10231) ve Candida krusei (ATCC 6258) arastirmada

kullanilmustir.

Deneyde kullanilan malzemeler
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Steril Kabin (Chemocell LRCCX-UV, Class Il)
Ultrasonik Banyo (Kotterman, 3165)

Otoklav (Niive, OT4060)

Hassas terazi (Shimadzu, AW320)

Su banyosu (Kotterman, 3165)

Pastor firmi (NEL, Heraeus, NR900)

Kurutma firimi (Heraeus, FB420)

Vortex (Firlabo, V3000F)

Inkiibator (Jouan, EB115)

Karbondioksitli inkiibator (Niive, EC160)
Isiticili manyetik karistirict (BIOSAN, MSH300)
pH metre (Hanna, H15522-02)

Derin dondurucu (Ugur, UDD 200 BKYS)
Buzdolabi (indesit No Frost)

Kullanilan besiyerleri

Arastirmada Saboraud Dextrose Agar (SDA), Saboraud Liquid Medium, RPMI 1640
Medium; Miiller Hinton Agar (MHA) ve Miiller Hinton Broth (MHB) kullanilmistir.

Standart antimikrobiyal maddelerin hazirlanmasi

Referans antimikrobiyaller (Sigma-Aldrich), su (gentamisin, flukonazol), fosfat tamponu
(PBS) (ampisilin) ve DMSO (amfoterisin B) ile hazirlanip denenmistir. Stok soliisyonlar
(128 pg/ml),Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) kriterlerine gore hazirlanmistir.
Hesaplamalar inkiibasyon sirasinda kuyucuklardaki en yiiksek antimikrobiyal standart
konsantrasyonu 64 pg/ml olacak sekilde yapilmistir. Suda ¢ozilinen standartlar steril tiiplerde
steril spatiiller ile 12,8’er mg tartilip 10’ar ml besiyeri ile ¢oziilerek 1280 pg/ml’lik stok
cozeltiden 1 ml alinip besiyeri ile 10 ml’ye tamamlanarak katl diliisyon (on katl diliisyon)
ile ile calisma soliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu soliisyonlarin besiyeriyle c¢ift katli seri
dilisyonlar1 yapilarak kuyucuklarda ¢alisma konsantrasyonlarma (0,5-64 pg/ml)
ulasilmistir. Suda ¢dziinmeyen amfoterisin B ise CLSI M27-A2’ye gore ayn1 miktarda (12,8
mg) tartildiktan sonra su yerine 10 ml DMSQO’da ¢6zililmiis, ardindan DMSO ile ¢ift kath
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seri diliisyonlart hazirlanmigtir (10X). Bu ¢6zeltiler kuyucuklarda besiyeri ile 1:10 oraninda

seyreltilerek (1X) ¢alisma konsantrasyonlaria (0,5-64 pug/ml) ulasilmistir [72].

Orneklerin hazirlanmasi

Hesaplamalar inkiibasyon sirasinda kuyucuklardaki en yiiksek numune konsantrasyonu
400’er mg/ml olacak sekilde yapilmistir. Steril spatiiller yardimiyla steril meziirlerde 8’er g
ekstre tartilmistir. Ardindan vortekslenerek azar azar steril distile su ilavesiyle 10 ml’ye

tamamlanmistir [72].

Minimal Inhibisyon Konsantrasyon (MIK), Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBC) ve

Minimal Fungisidal Konsantrasyon (MFC) test numunelerinin  hazirlanmasit  ve

degerlendirilmesi

Cift katli mikrodiliisyon yontemiyle 96 kuyucuklu plaklarda standart ve numunelerin sivi
besiyerinde (bakteriler i¢in Miiller Hinton Broth, mayalar icin RPMI 1640) seri diliisyonlari
(400-3,13 mg/ml) hazirlanmistir. Antibakteriyel standart (ampisilin, gentamisin) ve
antifungal (flukonazol ve amfoterisin B) standartlari teste dahil edilmistir [72].

Mikroorganizmalar ve inokiilumlarin hazirlanmasi

MHA'’da tek koloni olarak ¢ogaltilan bakteri kiiltiirleri MHB siv1 besi yerine pasajlanmis,
37°C’de 18 saatlik inkiibasyon sonrast Mac Farland 0,5 yogunluga ayarlanmistir.
Inokiilasyon sonrast her kuyucukta 5 x 10° Cfu/ml bakteri olacak sekilde besi yeriyle diliie
edilmistir (CLSI M07-A9, 2012). Maya kiiltiirleri, SDA’da saf olarak elde edildikten sonra
Saboraud Dextrose sivi besiyerinde (SDLM) 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Mac Farland
0,5 yogunluga ayarlanan siispansiyon, inokiilasyon sonrasi her kuyucukta 103 hiicre/ml

sekilde RPMI 1640 besiyeri ile diliie edilmistir [72].



Resim 3.4. Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari

Numune ve antimikrobiyal standartlar1 igeren kuyucuklarin yani sira, bu maddeleri
icermeyen pozitif kontrol kuyucuklar1 da iiremenin degerlendirilmesi amaciyla inokiile
edilmistir. Inokiilasyon islemi ¢ok kanalli otomatik pipet yardimiyla gergeklestirilmistir.
Arastirmada ¢6ziicii ve besiyeri i¢eren pozitif ve negatif kontrol kuyucuklarina standart veya
numune eklenmemistir. Sterilite kontrolii amaciyla negatif kontrol kuyucuklarina

mikroorganizma eklenmemistir.

Inkiibasyon ve MIK degerlerinin belirlenmesi

Bakteri iceren plaklar 37°C’de 18 saat, maya igeren plaklar ise 35°C’de 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan degerlendirilmistir. Kuyucuklardaki {ireme standartlarla ve numune
icermeyen kontrol gruplariyla karsilastirilmis ve her madde i¢in tiremenin olmadig1 en diisiik

konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir.

Bakterisidal/bakteriyostatik ve fungisidal/fungistatik aktivitelerin belirlenmesi

Inkiibasyon ve MIK degerlerinin belirlenmesinin ardindan MIK ve iizeri diliisyonlardan katt
besiyerlerine ekim yapilmistir. Bu plaklarn inkiibasyonu sonucunda, iiremenin oldugu
konsantrasyonlarda bakteriyostatik/fungistatik; tiremenin olmadigi konsantrasyonlarda ise

bakterisidal/fungisidal aktivite olarak degerlendirilmistir.
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3.4. istatiksel Analiz

Deney sonuglar1 degerlendirilirken Excel programinda ICso hesaplamasi kullanilmistir.

Biitiin degerler ortalama = SD (standart hata) olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

10 farkli Keg¢iboynuzu numunesi tizerinde yapilan tayinler sonucunda elde edilen bulgular

bu boliimde verilmistir.

Calismamizda elde edilen bulgular asagidaki sira ile sunulmustur.

1. Total fenol miktar tayini

2. YPSK teknigi ile epikatesin, katesin, umbelliferon, fenolik asit ve flavonoit yapisindaki
maddelerin analizi

3. Total antioksidan kapasite (Fosfomolibden yontemi)

4. ABTS radikali siipiiriicii aktivite

5. Metal baglama kapasitesi

6. Antimikrobiyal aktivite

4.1. Total Fenol Miktar Tayini

Cizelge 4.1. Kegiboynuzu 6zt numunelerine ait total fenol miktarlar

Numune kodu Total Fenol Miktar1 + SD
(mg GAE esdegeri/g ekstre)
16,04 + 1,02
38,24+ 0,51
32,67 £ 1,06
15,21+ 0,41
28,76 + 0,51
13,80 + 0,31
32,34+ 1,12
41,81+ 3,09
22,28+ 0,12
28,51 + 0,82

OO (N[OOI W|IN |-

[EEN
o

SD: Standart sapma
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Resim 4.1. Kegiboynuzu 6zii numunelerinin total fenol miktar deneyinin ELISA plak
goriintimleri

4.2. YPSK Teknigi ile Epikatesin, Katesin, Umbelliferon, Fenolik Asit ve Flavonoit
Yapisindaki Maddelerin Analizi

Fenolik maddelerin 265 nm’deki retansiyon zamanlari (Rt)

Rt: 6,027 dk. Gallik asit

Rt: 9,747 dk. Prokatesik asit

Rt: 16,892 dk. Vanilik asit

Rt: 18,155 dk. Siringik asit

Rt: 29,521 dk. Rutin

Rt: 32,847 dk. 2-Hidroksisinnamik asit
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VWD1 A, Wavelength=285 nm (DIDEMDELICRMANFENOLIKKARISIK2E5.D)
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Resim4.3. 7 no’lu numunenin standart fenolik madde karisimi ile cakistirilmis
kromatogrami (265 nm)

Gallik asit konusunda diismiis oldugumuz celiskiden dolayr Anabilim dalimiza savunma
smavi sonrasinda gelen Diod Array Dedektdr kullanilarak 272 nm.de yapilan analiz
sonucunda pekmez numunelerinde gallik asit varligi tespit edilmistir. DAD dedektoriinde
pekmez numunesi ve gallik asit standartlarina ait spektrumlar iist iiste ¢akistirilarak pikin
gallik asite ait oldugu dogrulanmistir. Daha ileriki ¢alismalarda pekmezlerde bulunan gallik

asitin miktar tayininin gerceklestirilmesi planlanmaktadir (Resim 4.3 ve 4.4).
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Resim 4.4. 7 no’lu numunenin DAD kromatogrami (272 nm)
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Resim 4.5. 7 no’lu numunenin gallik asit pikine ait spektrum ile standart gallik asit
spektrumunun c¢akistirilmis kromatogrami

Cizelge 4.2. Tim numunelerdeki fenolik maddelerin kalitatif analiz sonuglari

Fenolik Bilesik Sonug

Gallik asit Tespit edildi.
Prokatesik asit Tespit edilmedi
Vanilik asit Olgiilemedi*
Siringik asit Tespit edilmedi
Rutin Olgiilemedi*
2-hidroksisinnamik asit Tespit edilmedi

*Miktarin ¢cok diisiik olmas1 sebebiyle kalitatif olarak tayini yapilmig ama miktar tayini gerceklestirilememistir.
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Fenolik maddelerin 320 nm’deki retansiyon zamanlari (Rt)

Rt: 15,673 dk. Klorojenik asit
Rt: 18,335 dk. Kafeik asit

Rt: 25,104 dk. p-kumarik asit
Rt: 25,709 dk. Umbelliferon
Rt: 27,516 dk. Ferulik asit

Rt: 27,837 dk. Sinapik asit

WWD1 A, Wavelength=320 nm ({DIDEMDELIORMANIFENOLIKKARISIK220.0)
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Resim 4.6. Standart fenolik madde karigiminin kromatogrami (320 nm)
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Resim4.7. 7 no’lu numunenin standart fenolik madde karigimi ile ¢akistirilmig
kromatogrami (320 nm)
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Cizelge 4.3. 320 nm’de tiim numunelerdeki fenolik maddelerin kalitatif analiz sonuglar

Fenolik Bilesik Sonug

Klorojenik asit Tespit edilmedi
Kafeik asit Tespit edilmedi
p-kumarik asit Tespit edilmedi
Umbelliferon Tespit edilmedi
Ferulik asit Tespit edilmedi
Sinapik asit Tespit edilmedi

Epikatesin ve katesin’in 278 nm’deki retansiyon zamanlari (Rt)

Diger fenolik maddelerde oldugu gibi hi¢cbir numunede epikatesin veya katesin’in varlig

tespit edilememistir.

WDt A, Wavelength=278 nm (KATESINMURAT\EPIKATESIN200 D

10

Resim 4.9. Standart katesin kromatogrami (Rt: 12,933 dk., 278 nm)
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Resim 4.10. 7 no’lu numunenin standart katesin ve epikatesin karisimi ile cakistirilmis
kromatogrami (378 nm)

Resim 4.10.’da goriildiigii tizere standart katesin ve epikatesin karisimi ile ¢akigtirtlmis
kromatogramda okla gosterilen yerde ¢ikan pikin katesine ait oldugu disiiniilmiistiir.
Cihazin fotodiod array dedektorii olmamasi sebebiyle, numunenin ig¢ine katesin
eklendiginde numunede katesin diye diisiiniilen pik yiiksekliginde herhangi bir artis
goriilmemis, ayn1 yerde 2 tane ayr1 pik ortaya ¢ikmustir.
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4.3. Total Antioksidan Kapasite (Fosfomolibden Y éntemi)

Cizelge 4.4. Kegiboynuzu 6z numunelerine ait total antioksidan kapasite sonuglari

Numune kodu Total Antioksidan Kapasite (AAE) = SD
57,99 + 7,45
93,86 + 8,46
75,30 £ 7,40
41,22 +£5,30
68,34 + 6,25
39,26 +4,79
60,31 +£9,17
85,30 + 7,94
69,24 + 6,06
AAE: Askorbik Asit Esdegeri, SD: Standart Sapma

OO N0 WIN(F

Resim 4.11. Ke¢iboynuzu 6zii numunelerinin total antioksidan kapasite deneyinin ELISA
plak goriiniimleri



4.4. ABTS Radikali Siipiiriicii Aktivite
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Cizelge 4.5. Ke¢iboynuzu 6zii numunelerine ait ABTS radikali siipiiriicii aktivite sonuglari

Numune kodu/konsantrasyon

% ABTS Radikal Siipiiriicii EtkiSD

1 0,5 mg/mi 8,22 +5,50
1,0 mg/mi 9,10+ 0,21
2,0 mg/mi 9,86 +2.81
2 0,5 mg/mi 15,63 £1,10
1,0 mg/mi 8,64 + 1,03
2,0 mg/mi 14,03 £ 2,44
3 0,5 mg/mi 14,75 + 0,86
1,0 mg/mi 14,29 +0,31
2,0 mg/mi 19,38 + 3,32
4 0,5 mg/mi 4,97 + 2,81
1,0 mg/mi 4,68 +3,42
2,0 mg/mi 11,29 + 1,08
5 0,5 mg/mi 1,38 +2,26
1,0 mg/mi 0,14 + 0,58
2,0 mg/mi 7,76 £2,09
6 0,5 mg/mi 40,88 + 3,43
1,0 mg/mi 4,85 + 4,49
2,0 mg/mi -
7 0,5 mg/mi 12,68 + 1,76
1,0 mg/mi 9,99 +0,72
2,0 mg/mi 12,9+ 1,75
8 0,5 mg/mi 12,81 +2.65
1,0 mg/mi 16,90 + 1,70
2,0 mg/mi 21,32 +0,99
9 0,5 mg/mi 9,82 +2.,84
1,0 mg/mi 1,70 + 2,60
2,0 mg/mi 5,74 £3.83
10 0,5 mg/mi 2,62 + 0,49
1,0 mg/mi 3,03 +£2,08
2,0 mg/mi 11,8 £ 1,41
Gallik Asit 0,25 mg/ml 53,72 + 3,39
0,50 mg/ml 99,86 + 0,19
1,00 mg/ml 98,62 + 0,68
2,00 mg/ml 98,85+ 0,17

-: Etki yok, SD: Standart Sapma
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Resim 4.12. Ke¢iboynuzu 6zii numunelerinin ABTS radikali siipiiriicii aktivite deneyinin

ELISA plak goriiniimleri

4.5. Metal Baglama Kapasitesi

Cizelge 4.6. Keciboynuzu 6zii numunelerine ait metal baglama kapasite sonuglari

Numune kodu/konsantrasyon

% Metal Baglama Kapasitesi + SD

1 0,5 mg/ml -
1,0 mg/ml -
2,0 mg/ml 5,20 + 13,89
2 0,5 mg/ml 35,16 + 2,98
1,0 mg/ml 3548 +2,16
2,0 mg/ml 56,99 + 1,91
3 0,5 mg/ml 25,16 + 16,27
1,0 mg/ml 36,94 + 6,57
2,0 mg/ml 50,59 + 0,73
4 0,5 mg/ml -
1,0 mg/ml -
2,0 mg/ml -
5 0,5 mg/ml 4,05+ 3,24
1,0 mg/ml 21,81 +4,95
2,0 mg/ml 35,14 + 3,99
6 0,5 mg/ml -
1,0 mg/ml -
2,0 mg/ml -
7 0,5 mg/ml 8,80 + 3,09
1,0 mg/ml 31,10 £0,30
2,0 mg/ml 48,63 + 9,00
8 0,5 mg/ml 10,83 £ 2,14
1,0 mg/ml 25,49 +3,63
2,0 mg/ml 51,03+ 1,69
9 0,5 mg/ml 14,11 + 8,89
1,0 mg/ml 21,74 £ 545
2,0 mg/ml 35,07 £ 5,73
10 0,5 mg/ml 12,23 + 3,07
1,0 mg/ml 25,84 +£1,39
2,0 mg/ml 49,59 + 6,30
EDTA 0,5 mg/ml 86,13 + 5,09
1,0 mg/ml 103,43 +1,2
2,0 mg/ml 92,79 + 2,58

- Etki yok, SD: Standart Sapma
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Resim 4.13. Kegiboynuzu 6zii numunelerinin ABTS radikali siipiiriicti aktivite deneyinin
ELISA plak goriintimleri

4.6. Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Resim 4.14. Enterococcus faecalis’e karst numunelerin ELISA plagindaki antimikrobiyal
aktivite sonuglari
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Resim 4.15. Pseudomonas aeruginosa’a karst numunelerin ELISA  plagindaki
antimikrobiyal aktivite sonuglari

Resim 4.16. Staphylococcus aureus’a karst numunelerin ELISA plagindaki antimikrobiyal
aktivite sonuglari
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Resim 4.17. Candida krusei’ye kars1 numunelerin ELISA plagindaki antimikrobiyal aktivite
sonugclari

e
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Resim 4.18. Candida albicans’a karsi numunelerin ELISA plagindaki antimikrobiyal

aktivite sonuglari



54

Resim 4.19. Klebsiella pneumoniae’a karst numunelerin ELISA plagindaki antimikrobiyal
aktivite sonuglari

Resim 4.20. Escherichia coli’ye karsi numunelerin ELISA plagindaki antimikrobiyal
aktivite sonuglari
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Resim 4.21. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde degerlendirilen kontrol plagi



Cizelge 4.7. Gram pozitif, Gam negatif bakterilerde ve funguslarda denenen kegiboynuzu drneklerinin sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK ve
Minimal Bakterisidal/Fungisidal konsantrasyonlar1 (MBC/MFC, mg/ml); referans antibiyotik/antifungallerin MiK degerleri (ug/ml).

9g

S. aureus E. faecalis K. pneumoniae E. coli P. aeruginosa C. albicans C. krusei
Ornekler ATCC 6538 ATCC 29212 ATCC 700603 RSKK 95085 ATCC 1069 ATCC 10231 ATCC 6258
MiK MBC/MBS MiK MBC/MBS| MIK |MBC/MBS| MIK MBC/MBS [ MIK MBC/MBS | MIK MFC/MFS | MIK | MFC/MFS
1 400 -/>400 200 -1>200 400 -/400 400 -/>400 200 -/200 100 400/- | >400 [ -/>400
2 >400 -/>400 >400 | -/>400 [ >400 | -/>400 [ >400 | -/>400 | >400 | -/>400 [ >400 | -/>400 | >400 [ -/>400
3 >400 -/>400 >400 | -/>400 [ >400 | -/>400 [ >400 | -/>400 | >400 | -/>400 [ >400 | -/>400 | >400 [ -/>400
4 400 -1400 400 -/400 400 -/400 200 -/200 200 -/200 400 -/400 | >400 | -/>400
5 400 -/400 >400 | -/>400 400 -/400 400 -/400 200 -/200 >400 | -/>400 [ >400 | -/>400
6 >400 -1>400 >400 | -/>400 | >400 -/400 >400 | -/>400 | >400 | -/>400 [ >400 [ -/>400 | >400 | -/>400
7 400 -/>400 200 -/>200 400 -/400 400 -/400 200 -/200 200 -/200 200 -/200
8 200 200/- 200 -/>200 | >400 -/400 400 -/400 400 -/400 400 -/400 | >400 | -/>400
9 >400 -/>400 >400 - >400 -/400 400 -/400 400 400/- >400 | -/>400 | >400 [ -/>400
10 400 -1400 400 -/400 400 -/400 200 -/200 200 -/200 400 -/400 400 -/400
Ampisilin 0,5 4 64 16 64 - -
Gentamisin 2 64 32 4 1 - -
Amfoterisin B - - - - - 2 0,5
Flukonazol - - - - - 1 32

S. aureus: Staphylococcus aureus, E. faecalis: Enterococcus faecalis, K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa, C.
albicans: Candida albicans, C. krusei: Candida krusei, MiK: Minimal Inhibitér Konsantrasyon, MBC: Minimal Bakterisidal Konsantrasyon, MBS: Minimal Bakteriostatik
Konsantrasyon, MFC: Minimal Fungisidal Konsantrasyon, MFS: Minimal Fungustatik Konsantrasyon, ATCC: Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
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5. TARTISMA

Calismada incelenen Kegiboynuzu 6zii veya pekmezlerinin kimyasal bilesimlerini analiz
etmek i¢in; total fenol miktar tayini ve YPSK teknigi ile fenolik maddelerin (ferulik asit,
gallik asit, 2-hidroksisinnamik asit, kafeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, katesin,
epikatesin, prokatesik asit, rutin, sinapik asit, siringik asit, umbelliferon, vanilik asit) kalitatif
analizleri yapilmistir. Total fenol miktar tayini sonuglarina baktigimizda aslinda
numunelerin fenol igeriklerinin ¢ok yiiksek olmadig goriilmiistiir (Cizelge 4.1.). Bir
karsilastirma yapildiginda ise 2 (38,24 = 0,51 mg GAE esdegeri/g ekstre) ve 8 (41,81 + 3,09
mg GAE esdegeri/g ekstre) nolu nununelerin diger 6rneklere goére fenol igeriginin daha
yiiksek oldugu, 4 (15,21 + 0,41 mg GAE esdegeri/g ekstre) ve 6 (13,80 + 0,31 mg GAE
esdegeri/g ekstre) nolu numunelerin ise oldukea diisiik fenol igerigine sahip olduklari tespit
edilmigtir. Numunelerin total fenol miktarlar1 hakkinda bilgi sahibi olduktan sonra bu
fenoliklerin neler oldugunu tespit edebilmek amaciyla YPSK teknigi kullanilmustir.
Numunelere standart fenolik madde karisimlarinin da eklenmesinden sonra elde edilen
kromatogramlardan tiim numunelerin; epikatesin, katesin, prokatesik asit, siringik asit, 2-
hidroksisinnamik asit, klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, umbelliferon, ferulik asit
ve sinapik asidi icermedikleri, gallik asit, vanilik asit ve rutin igerdikleri goriilmiistiir

(Cizelge 4.2 ve 4.3). Bu bilesiklerin miktar tayinleri tezi yayina hazirlarken yapilacaktir.

Numunelerin antioksidan etkilerini degerlendirmek icin ii¢ yontem (total antioksidan
kapasite, metal baglama kapasitesi, ABTS radikali siipiiriicii aktivitesi) kullanilmistir. Total
antioksidan kapasite, askorbik asit esdegeri olarak hesaplanmigtir. Numuneler birbirleri ile
karsilastirildiginda; 2 (93,86 + 8,46 AAE) ve 8 (85,30 + 7,94 AAE) numarali numunelerin
total antioksidan kapasitesinin yiiksek 4 (41,22 + 5,30 AAE) ve 6 (39,26 + 4,79 AAE) nolu

numunelerin ise diisiik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

ABTS radikali siipiiriicii aktivite icin numunelerin aktiviteleri, referans madde olarak gallik
asit ile karsilastirilmistir. 6 (%40,88 £+ 3,43, 0,5 mg/ml) numarali numune en yiiksek
aktiviteyi gosterirken; 5 (%0,14 £+ 0,58, 1 mg/ml) ve 9 (%1,70 £+ 2,60, 1 mg/ml) numaral
numuneler oldukea diisiik aktivite gostermislerdir. Gallik asit %99,86 + 0,19 (0,5 mg/ml) ve
%98,62 + 0,68 (1 mg/ml) inhibisyon degerleri ile numunelerle karsilastirildiginda oldukga
yiiksek aktivite gostermistir (Cizelge 4.5).
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Metal baglama kapasitesi i¢in referans olarak EDTA kullanilmistir. 4 ve 6 numarali
numuneler hi¢ aktivite gostermezken; en yiliksek aktiviteyi 2 (%56,99 + 1,91, 2 mg/ml)
numarali numune gostermistir. 2 numarali numuneyi %51,03 + 1,69 (2 mg/ml) inhibisyon
ile 8 numarali numune ve %50,59 + 0,73 inhibisyon ile 3 numarali numune takip etmistir.

EDTA 2 mg/ml konsantrasyonda %92,79 + 2,58 inhibisyon olusturmustur (Cizelge 4.6).

Calismada, numunelerin antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmek i¢in mikrodiliisyon
testi kullanilmistir. Test mikroorganizmalari olarak Gram pozitif bakteriler (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis), Gram negatif bakteriler (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) ve maya mantarlar1 (Candida albicans, Candida
krusei) kullanilmistir. Antibakteriyel ve antifungal aktivitede MIK (ug/ml) degerleri ile
birlikte minimal baktterisidal/-statik (MBC/-MBS mg/ml) veya fungisidal/-statik (MFC/-
MFS mg/mL) 200- >400 mg/ml konsantrasyon araliginda tespit edilmistir (Cizelge 4. 7).

Calismamizda sirastyla MIK degerleri S. aureus’a karst 200- >400 pg/ml araliginda, E.
faecalis’e kars1 ise 200- >400 ug/ml araliginda, K. pneumoniae 'ye kars1 400- >400 ug/ml, E.
coli ve P. aeruginosa’a kars1 200 - >400 pg/ml araliginda tespit edilmistir. Denenen tiim
numunelerde MBC ve MBS sonuglar1 degerlendirildiginde ise S. aureus’a kasi bakteriostatik
etkinin 400- >400 mg/ml araliginda olup 8 no’lu numune 200 mg/ml’de MBC etkili oldugu
goriilmistir. E. faecalis’e karsi bakterisit etki belirlenemezken; 200- >400 mg/ml’de

bakteriostatik etki belirlenmistir.

Arastirmamizda denenen numunelerin, Gram negatif bakterilerden E. coli’ye kars1 200- >400
mg/ml konsantrasyon araliginda bakteriostatik etkileri oldugu belirlenmistir. K.
pneumoniae’ye karsit 400- >400 mg/ml araliginda bakteriostatik etki belirlenirken, P.
aeruginosa’a karst 9 no’lu numunede 400 mg/ml’de konsantrasyonda bakterisid etki
goriilmiistiir. P. aeruginosa’a karsi bakteriostatik etki ise 200- >400 mg/ml araliginda

belirlenmistir.

Arastirmamizda C. albicans’a kars1 100 pg/ml konsantrasyonda 1 no’lu numunenin MiK
degeri belirlenirken 7 no’lu numune i¢in 200 pg/ml konsantrasyonda, 4, 8 ve 10 no’lu
numuneler i¢in ise 400 mg/ml konsantrasyonda MiK degerleri belirlenmistir. Diger denenen
numunelerin MIK degerleri >400 pg/ml’dir. C. albicans MFC’u 1 no’lu numunede 400

mg/ml konsantrasyonda belirlenmistir. 7 no’lu numunede minimum fungustatik etki 200
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mg/ml konsantrasyonda belirlenirken; 4, 8 ve 10 no’lu numunelerde 400 mg/ml
konsantrasyonda goriilmiistiir. C. albicans’a karsi denenen diger numunelerde (2, 3, 5, 6, 9)
MFS >400 mg/ml konsantrasyonda goriilmiistiir. C. krusei kars1 MIK sonuglar1 ile birlikte
MBC/-MBS veya MFC/-MFS sonuglar1 degerlendirildiginde ise; 7 no’lu numunede 200
mg/ml konsantrasyonda, 10 no’lu numune 400 mg/ml konsantrasyonda ve geri kalan
numunulerde >400 mg/ml konsantrasyonda MIK degerleri belirlenmistir. C. krusei’ye kars
MFS etki, 7 no’lu numune i¢in 200 mg/ml, 10 no’lu numune igin ise 400 mg/ml’de ve

denenen diger numunelerde (1-6, 8, 9) >400 mg/ml konsantrasyonlarda tespit edilmistir.

Sonug olarak, antimikrobiyal aktivite tayininde sonuglarin karsilagtirilmasi i¢in kullanilan
referanslarin ~ (ampisilin, amfoterisin B, gentamisin, flukanozol) test edilen
mikroorganizmalara karsi giicli (MIK 0,5-64 pg/ml) etkiler gdsterdigi bulunmustur.
Numunelerin MIiK degerleri géz 6niine alindiginda keciboynuzu pekmez ve/veya 6z
numunelerinin antimikrobiyal etkilerinden bahsetmenin ¢ok da dogru olmayacagi

goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Fabaceae familyasinin bir iiyesi olan C. siliqua’nin meyveleri piyasada “Keg¢iboynuzu ve
Harnup” gibi isimlerle bilinmektedir. Meyvelerinin kullanilist hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Meyvelerin Malta’da bogaz agris1 ve dkstiriik surubu olarak kullanildigi
bilinmektedir. Taze meyvelerin idrar soktiiriicii ve bagirsak yumusatici etkileri de mevcuttur.
Bitkideki tanen igerigi sayesinde bagirsak yumusatici etkisine ters olarak bebeklerdeki
ishallerde de kullanildig: bildirilmistir. Kegiboynuzu meyvelerinin igeriginin arastirilmasi
icin yapilan analizlerde; karotenoidler (lutein, likopen, alfa karoten ve beta karoten),kersetin
glikozitleri, katesin ve epikatesingallat, epigallokatesingallat, gallik asit ve elajik asit
tiirevleri, proantosiyanidin ve elajik tanen gibi kondanse tanenler igerdigi saptanmistir.
Keciboynuzu meyvelerinin 15 dk kaynatilmastyla edilen sivinin antioksidan etkinlige sahip
oldugu ve karaciger tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasimi engelledigi bildirilmistir. Meyve
icerisindeki liflerin ve meyvede bulunan polifenolik bilesiklerin kolondaki kanser hiicreleri
iizerine etkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Meyvelerin zengin lif ve polifenol
icerigi sebebiyle kolesterol ve trigliserit degerlerinin diisiiriilmesinde kullanilabilecegi
gosterilmistir. Kegiboynuzu tohumundan elde edilen zamkin alijinik asit ve antiasitlerle
birlikte kullanildiginda reflii vb. sikayetlerin giderildigi, bebeklerde ise siit igerisine konulan

350 mg zamkin bebek refliisiinii yatistirdigi kanitlanmistir [19].

Bu calismada aktarlarda, kozmetik {iriin satis1 yapilan yerlerde ve eczanelerde satis1 yapilan
saghga faydalar ile pazarlanan ve profilaktik olarak da 6zellikle ¢ocuklarda tist solunum
yolu enfeksiyonlari i¢in kullanilan Ke¢iboynuzu 06z veya pekmez numunelerinin
antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan etkileri degerlendirilmistir. Ayrica ultraviyole
spektroskopisi teknigi ile total fenol analizi, YPSK teknigi ile de 14 fenolik bilesigin kalitatif

analizi yapilmistir.

Yaptigimiz literatiir ¢alismalar1 sonucunda, piyasada satis1 yapilan Kegiboynuzu 6z veya
pekmez oOrnekleri lizerinde hi¢ calisma yapilmadigr goriilmistiir. Calisma kapsaminda
ozellikle eczanelerde ve aktarlarda satig1 yapilan 10 adet kegiboynuzu 6zii veya pekmez

ornegi toplanmustir.
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Ust ve alt solunum yolu enfeksiyonlarinda oksidatif stresin dnemli 6lciide arttig1 bilinen bir
gergektir. Bu nedenle antioksidan igerigi zengin gidalarla beslenme veya antioksidan igerikli
gida takviyeleri tiiketmenin enfeksiyon sonrast meydana gelen oksidatif strese kars1 faydali
olabilecegi, enfeksiyonlara kars1 koruyucu olabilecegi hipotezi artik pek ¢ok ¢alisma ile de
ispatlanmistir. Bu sebeple, numunelerin antioksidan aktivitesi ¢alismada degerlendirilmistir.
Tiim numuneler, ABTS radikali siiplirme ve metal indirgeme kapasitesi yoniinden ¢ok aktif
bulunmamislardir. Total antioksidan kapasite sonuglar1 degerlendirildiginde ise 2 ve 8

numarali numunelerin 6ne ¢iktig1 gorilmiistiir.

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane’sine 3 yil boyunca basvuran 1516 adet
solunum yolu enfeksiyonu vakasinin solunum yolundan izole edilen mikroorganizmalar
icinde birinci sirayr Acinetobacter baumannii (%18,5), ikinci siray1 Pseudomonas
aeruginosa (%14,2), tgiincii siray1 Klebsiella pneumoniae (%5,2), dordiincti siklikla
Escherichia coli (%S5,1), besinci siklikla Staphyloccoccus aureus (%2,4) yer aldigi
goriilmistir.  Bizim ¢alismamizda da  Acinetobacter baumannii  disinda bu
mikroorganizmalara karsi etkinlik degerlendirilmesi yapilmigtir [73]. Aktivite sonuglari
saglik faydasi ile bronsit gibi hastaliklar i¢in Onerilen ke¢iboynuzu pekmezi ve 6zlerinin,

sanilan iddialar1 yerine getirmedigini agiklikla gostermistir.

Numunelerin total fenol miktarlarinin da aslinda ¢ok yiiksek olmadigr sdylenebilir. Total
fenol miktarlar1 ile antioksidan iliski beraber degerlendirildiginde ise; Ozellikle metal
baglama ve total antioksidan kapasite ile total fenol iceriklerinin pozitif korelasyon

gosterdigi tespit edilmistir.

Total fenol miktar tayini sonuglarindan sonra bu fenolik bilesiklerin ne olabilecegi yolundaki
soruyu cevaplayabilmek igin YPSK teknigi ile 14 fenolik maddenin numunelerde olup
olmadig arastirilmistir. Total fenol miktar tayini sonuglar1 ve YPSK analiz sonuglarini
beraber degerlendirdigimizde, numunelerin total fenol igeriklerinin 41,81 + 3,09-13,80 +
0,31mg GAE esdegeri/g ekstre arasinda degismesine ragmen gallik asit miktarinin
numunelerde tespit edildigi ama Olclilemeyecek kadar az oldugu goriilmiistiir. Total fenol
miktar tayini deneyinde kullanilan Folin Ciocaltaeu reaktifi hem serbest hem bagli fenolik
maddelerle reaksiyona girmektedir [74]. Bu bilgi bize, YPSK ile tespit edilen ama
Olciilemeyen gallik asit miktar ile total fenolik madde miktar tayininde GAE esdegeri olarak

verilen sonuglar arasindaki ¢eliskinin sebebini agiklayabilmektedir.
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YPSK analizlerinde numuneneler hem tek basina hem de standart fenolik madde
karisimlarinin eklenmesinden sonra uygun dalga boylarinda incelenmistir. Sonugta, tim
numunelerin; epikatesin, katesin, prokatesik asit, siringik asit, 2-hidroksisinnamik asit,
klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, umbelliferon, ferulik asit ve sinapikasiti
icermedikleri, gallik asit, vanilik asit ve rutini igerdikleri ama miktarlarmin tespit

edilemeyecek dlgiide az oldugu goriilmiistiir.
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Resim6.1. 7 no’lu numunenin standart fenolik madde karisimi ile ¢akistirilmis
kromatogrami (265 nm)
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Resim 6.2. Uziim pekmezi 6rneginde fenolik maddelerin YPSK ile analizi [75]

2014 yilinda {izim pekmezi tizerinde yapilan bir YPSK analizinde, analiz sartlar1 (mobil faz
A: %0,1 (h/h) sulu trifluroasetik asit, mobil faz B: %0,1 (h/h) trifloroasetik asitli asetonitril)

farkli olmakla beraber elde edilen kromatogramlarin profilinin (Resim 6.2),
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Keciboynuzunun YPSK ile analizi ile elde edilene ¢cok benzer oldugu tarafimizca tespit
edilmistir. Calismamizda, Ke¢iboynuzu pekmez veya 6z numunelerinin kromatogramlarinin
hepsinde tanimlayamadigimiz, 6rnek kromatogram olarak koydugumuz 7 nolu numunede
de (Resim 6.1) soru isareti ile goOsterdigimiz pikin sinnamik asite ait oldugu
diisiiniilmektedir. Bu konu ile ilgili kesin bir iddiada bulunmak i¢in pek tabiki standart
sinnamik asit maddesinin satin alinip YPSK analizi ile tim numunelerin tekrar analiz

edilmesi gereklidir.

Kegiboynuzu 6z veya pekmezlerinin 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlarindan korunma
gibi saglik iddialariin temelinde, kuvvetli bir antimikrobiyal aktivitenin olmadig1 ama az

da olsa goriilen antioksidan aktivitenin bu etkiye katkida bulunabilecegi sdylenebilir.

Sonug olarak; Ke¢iboynuzu meyvesi Tiirkiye’de ve diinyada yetisen ve yetistirilen seker
icerigi yiikksek bir meyvedir. Zengin seker i¢eriginden kaynaklanan enerji verici 6zelliginin
yani sira yiiksek miktarda diyet lifi icermesi, mineral madde ve fenoliklerce zengin olmasi
gibi 6zellikleriyle yetiskin ve ¢ocuk beslenmesinde dnemli bir yere sahiptir. Igerigindeki D-
pinitol ile diyabet gibi tim diinyay1r etkileyen bir hastalik iizerinde etkili {riinler
iiretilebilecek potansiyele sahiptir. Ayrica 6zellikle gida sanayisi olmakla beraber cogu farkli
alanda kullanim1 yaygin olan bir katki maddesi olan gam, Keciboynuzu cekirdeklerinden
iiretilmektedir. Bu durum hem ¢ekirdeginin hem de meyvenin kendisinin ekonomik agidan
degerli oldugunu gostermektedir. Bu tezin, Fitoterapi alaninda yapilmig olmasi dolayisiyla,
Cizelge 4.8.de yapilan literatiir caligmalarini da kapsayan Ke¢iboynuzunun aktif bilesikleri

ve biyolojik aktiviteleride sunulmustur.



Cizelge 6. 1. Kegiboynuzunun aktif bilesikleri ve biyolojik aktiviteleri [2]
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Kimyasal madde/ madde grubu

Aktivite

Bitki kismi/fraksiyon

Galaktomannan/  Kegiboynuzu
zamki

Gastrointestinal etkiler

Tohum endospermi

D-pinitol

Antidiyabetik aktivite

Meyve etli kisim

Gallik asit, gallotanen, flavonol
glikozitleri/ Coziinen ve
¢Oziinmeyen diyet lif
polifenolleri

Glisemik kontrol, artan lipit
metabolizmasi, total ve LDL
kolesterolde diisme

Meyve etli kisim

Tanen, selilloz, hemiseliiloz,
lignin, pektin/ ¢ézliinmeyen diyet
lif polifenolleri

Kolesterol — metabolizmasi,
artan  lipit  oksidasyonu,
postprandialagillenmisgirelin
miktarinda azalma

Meyve etli kisim

Gallik asit,
mirsetinramnozit,
eriyodiktiyolglukozit,
kersetinglukozit,
kersetinramnozit/Polifenoller

katesin,

Antikanser

Lif

Gallik asit, ferulik asit, mirsetin,
klorojenik asit, siringik asit, metil
gallat, kersetin, rutin, katesol,
vanilin, teofilin, (+)-
katesin/Polifenol-alkaloit

Sitotoksik aktivite

Tohum unlar

Lif Beslenme, Lif

Lif Hiperlipidemik etkiler Lif
Tanen-polifenoller Antidiyareik etkiler Meyve
Tanen-pektin Antidiyareik etkiler Meyve suyu

Diinya genelinde toplumlarin beslenme ve saglik konusunda bilinglenmesi buna bagli olarak
dogal ve miimkiin oldugunca islenmemis iirlinlere olan ilgiyi arttirmistir. Kegiboynuzu da

bu tanima gerek yetistirme gerek kegiboynuzundan iiretilen iiriinlerin iiretim kosullariyla

tam olarak uyum saglamaktadir. Kegiboynuzu meyvesinin ve bu meyveden iiretilen

triinlerin tiiketimi, dretimi desteklenmeli ve Keg¢iboynuzu meyvesi hakkinda yapilan

arastirmalar detaylandirilmali ve c¢ogaltilmalidir. Pekmez veya ozlerinin iddia edilen

antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1 degil de 6zellikle demir, kalsiyum, fosfor ve ¢inko vb.

gibi minerallerden yana zengin olmasi, D-pinitol icermesi ve diger pekmezlere gore daha

diisiik glisemik indekse sahip olmasi sebebiyle tiiketilmesi onerilmelidir.
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