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ONSOZ

‘Kusburnu Bitkisinin Biyoaktif Kompozisyonu’ adli bu ¢alisma Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak
hazirlanmstir.
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diisiince ve arastirma zevki asilayan, bilgi ve tecriibelerini paylasarak calisma esnasinda
karsilastigim sorunlar1 agsmamda yardimci olan danmigman hocam Sayin Prof. Dr. Murat
KUCUK e tesekkiirii borg bilirim.

Aragtirmam esnasinda enstriimanlarint kullanmama izin veren hocalarim, Sayin Prof.
Dr. Sevgi KOLAYLI ve Saym Dog. Dr. Ahmet ALVER’e minnettar oldugumu belirtmek
isterim.

Bunun yaninda c¢alisma esnasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan ve yardimini
esirgemeyen Ars.Gor.Nesibe ARSLAN BURNAZ’a tesekkiir etmek isterim.

Ayrica laboratuar ¢aligmalarinda bana yardimer olan sevgili arkadaslarim Ozan Emre
EYUPOGLU, Semra ALKAN ve Ayca AKTAS’a tesekkiir ederim.

Tiim egitim hayatim boyunca desteklerini esirgemeyen canim aileme ve g¢alismalarim
esnasinda bana yardimci olan ve anlayis gosteren canim esim Miijde AYDEMIR e tesekkiir

ederim.

Sezgin AYDEMIR
Trabzon, 2012
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Yiksek Lisans/Doktora Tezi

OZET
KUSBURNU BITKISININ BIYOAKTIF KOMPOZISYONU
Sezgin AYDEMIR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2012, 125 Sayfa

Organizmada, yasamsal fonksiyonlar gerceklesirken serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller 6nemli maddelerdir, ancak olduk¢a yiiksek reaktiviteye sahip olduklarindan dolay1
biyomolekiillerle reaksiyona girerek onlarin yapilarin bozulmasina ve hiicrelere zarar veren toksik
ozellikli bilesiklerin olusmasina neden olabilirler. Antioksidan maddeler serbest radikallerle
reaksiyona girerek onlarin bu zararh etkilerini giderebilirler.

Bu c¢alismada Gilimiishane ve Zonguldak yoresinden toplanan kusburnu bitkilerinin sulu,
metanollii ve etil asetath ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi incelendi. Bunun yaninda bitki
oOziitlerinin antimikrobiyal aktivite Ozellikleri ve karbonik anhidraz (CA) enzimine karsi
inhibisyon etkileri de arastirildi. Sulu ve metanollii ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri
gallik asit ve katesin esdegeri olarak, metanollii, sulu ve etil asetatli numunelerin demir (III)
indirgeme/ antioksidan kuvveti (FRAP) Trolox® standarti ile, metanollii, sulu ve etil asetatl
numunelerin DPPH radikali temizleme aktivitesi BHT ve Trolox® standartlar1 ile, sulu
numunelerin karbonik anhidraz enzimi inhibisyonu aktivitesi asetazolamid standart1 ile,
antimikrobiyal aktivite Ozellikleri ampisilin, sefazolin ve nistatin standart ilaglar1 ile
karsilastirilarak incelendi.

Yaprak ve dal kisimlarmin sulu ekstraktlarmin CA enzimi iizerine inhibisyon etkisi
gosterdikleri bulundu. Etil asetatlh ve metanollii numunelerin antimikrobiyal 6zellige sahip
olduklar tespit edildi. Yaprak, dal ve g¢ekirdek kisimlarmin metanollii ekstraktlarmin yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Online-HPLC-FRAP yontemiyle antioksidan
0zelligi offline-FRAP yontemiyle uyumlu ¢cikmistir.

Calisma sonucunda dal ve yaprak kisimlarinin ytiksek biyoaktivite gosterdigi goriilmiis ve

kugburnu bitkisinin bu kisimlarinda aktiviteden sorumlu bilesiklerin arastirilmasi faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kusburnu, Antioksidan, Online-Antioksidan Aktivite, HPLC, Karbonik
Anhidraz inhibisyonu. Antimikrobiyal Aktivite
Master Thesis
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SUMMARY
BIOACTIVE COMPOSITION OF ROSE HIP

Sezgin AYDEMIR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2012, 125 Pages

Free radicals are occured as a result of the vital functions in organism. Free radicals
are important substances , but because they are highly reactive, they can react with biomolecules,
cause to deteriorate their structure and form toxic compounds to cells. Antioxidant substances
might reduce or fix harmful effects of free radicals by reacting with them.

In this study, antioxidant activity of rose hips (from Giimiishane and Zonguldak) extracts
which obtained with methanol, water and ethyl acetate are investigated. In addition, plant extracts’
antimicrobial activity and their enzyme inhibitory effects against carbonic anhydrase (CA) were
investigated. Total phenolic content of aqueous and methanol extracts are examined as the
equivalent of gallic acid and catechin; iron (I11) reducing / antioxidant power (FRAP) of methanol,
ethyl acetate and agueous samples are examined by Trolox ® standard; DPPH radical scavenging
activity of methanol, ethyl acetate and aqueous samples are examined by the BHT and Trolox ®
standards; carbonic anhydrase activity of aqueous samples are examined by acetazolamide and
sulfonyl amide standards; antimicrobial activity are examined and compared with standard drugs
which are ampicillin, cefazolin, and nystatin.

Aqgueous extracts of leaf and branch parts are found to have inhibitory effect on the CA
enzyme. The extracts of ethyl acetate and methanol are found to have antimicrobial properties.
Methanol extracts of leaf, branch and core parts are seen to have high antioxidant activity.
Antioxidant properties are concordant with the online-HPLC-FRAP and offline-FRAP methods.

As a result of this study branch and leaf parts show high bioactivity and it will be useful to

investigate the compounds in rose hip plant that are responsible for this activity.

Key Words: Rose Hip, Antioxidant, Online-Antioxidant Activity, HPLC, Carbonic Anhydrase
Inhibition, Antimicrobial Activity
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Yasamsal fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in viicudumuzun ihtiya¢ duydugu enerji
uiretilirken, her saniye milyonlarca serbest radikal dedigimiz oksidan bilesikler olusur.
Cevre kirliligi, kimyasal maddeler, petrokimya iiriinleri, sanayi atiklari, tibbi ilaglar,
giinesin UV 1sinlari, kozmik 1sinlar, X-1sinlari, viriisler, enfeksiyon, stres, sigara dumani
ve otomobil egzoz gazlar gibi pek c¢ok etken viicudumuzdaki serbest radikallerin sayisini
stirekli olarak ve tahmin edemeyecegimiz kadar artirir (Sies, 1991). Satin aldigimiz gidalar,
yiksek sekerli diyet, yag miktar1 yiiksek gidalar, alkol ve yogun egzersiz o0ksijen
kullanimindaki artisa bagli olarak viicudumuzda olusan serbest radikal miktarinda artisa
neden olmaktadir. Serbest radikaller, viicuttaki hiicrelere saldirarak onlar1 oksidasyona
maruz birakarak hasara neden olan molekiillerdir. Bu oksidasyonlarin sonucu olarak
viicutta erken yaslanma, c¢esitli hastaliklar ve somatik hiicrelerde kalici hasarlar
olabilmektedir. Antioksidan bilesikler ise viicutta olusan bu serbest radikaller ile
reaksiyona girerek onlari etkisiz hale getiren ve kanser, kalp ve damar hastaliklari gibi bir
cok hastalig1 engelleyen veya etkilerini azaltan molekiillerdir.

Antioksidanlarin serbest radikaller {izerine gosterdikleri etki sonucunda Ozellikle
gida endiistrisinde kullanilmak {iizere sentetik antioksidanlar {iiretilmistir. Ancak son
yillarda sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin goriillmeye baslanmasiyla birlikte
insanoglunun dogal antioksidanlara olan ilgisi artmigtir. Artan bu ilgi, tim diinyada
bitkisel tedavinin desteklenmesine de zemin olusturmustur (Rice-Evans vd., 1997). Dogal
antioksidanlarin biiyiik bir kismini flavonoidler basta olmak iizere sinnamik asit tiirevleri,
kumarinler, tokoferoller, organik asitler gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan
fenolik maddeler olusturmaktadir (Harborne, 1994).

Bu calismada kusburnu bitkisinin dokuz farkli agacgtan toplanan meyve, ¢ekirdek, dal
ve yaprak kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetathh ekstraktlar1 hazirlandi. Bu
ekstraktlarin  antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikleri arastirildi.  Online-HPLC-
antioksidan aktivitesi ile offline aktivite karsilastirildi. Ayrica sulu numunelerle karbonik

anhidraz enzimi iizerine inhibisyon etkisi aragtirildi.



1.2. Kusburnu Bitkisinin Genel Ozellikleri ve Tarihcesi

Sekil 1. Kusburnu bitkisi

Kusburnu, Giilgiller (Rosaceac) familyasinin Rosa Diease alt familyas1 kapsamina

3

giren ¢ok yillik bir bitki tiiriidiir. Halk arasinda “yabangiilii, itburnu, kopek giilii, giil
elmas1” gibi farkli isimlerle de bilinmektedir. Avrupa, kuzeybati Afrika ve Bati Asya’da
yetisen ve genellikle 1liman iklim seven bir bitkidir (URL-1, 2012).

Olgun kusburnu meyvesinin rengi genellikle kirmizi-turuncu olmakla birlikte bazi
tiirlerde koyu mor ve siyah olarak degisiklik gostermektedir. Meyvesi ¢ok tohumlu olup i¢i
tiiyliidiir. ilkbaharda ¢igek agan kusburnunun olgunlasma donemi, bulundugu iklime ve
toprak sartlarna baglh olarak, yaz sonu-sonbahar bagslangici araliginda degisim
gostermektedir (URL-2, 2012).

Kusburnu bitkisinin tarihi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Eski Yunan, Roma ve Pers
donemlerinde gerek siis gerek meyvesinin tiiketimi agisindan kusburnu yetistirildigine dair
bilgiler bulunmaktadir. Bitkinin émrii olduk¢a uzundur ve dogada 300 yillik kusburnu
calilarinin oldugu biliniyor. Ancak ekonomik 6miirleri 30 ile 40 yi1l arasinda degismektedir
(Thsulu, K., 1992).

Kusburnu bitkisi tiirlere gore degismekle beraber boyu 0.5—4.0 m kadar dik ve sarkik
formlu, gévde, dal, ve yapraklari az ya da ¢ok dikenli olup, kis aylarinda yapragin1 doken,
¢ali formunda bir bitkidir (Tiirkben C., 2003).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Avrupa
http://tr.wikipedia.org/wiki/Afrika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asya

Kusburnu bitkisi deniz seviyesinden 2500 m yiikseklikteki alanlara kadar genis bir
yetisme alanma sahiptir. Farli iklim sartlarina adapte olabilmesi nedeniyle iilkemizde
hemen her yerde degisik kusburnu tiirleri yetismektedir (Nilson O., 1972). Dogada 100
kadar kusburnu tiirti oldugu ve iilkemizde 27 tiiriiniin yetistigi bilinmektedir. Bunlardan en
yaygin olan1 “Rosa Canina” olmakla birlikte; “rosa nitida, rosa xanthina, rosa setigera,
rosa helenae, rosa moschata herrm ” tiirleri de {ilkemizde yetisen kusburnu tiirlerine 6rnek
verilebilir (Ercisli, S. ve Giileryiiz, M., 2005).

Kusburnu bitkisinin ¢esitli sekillerde tiikekimi mevcuttur. Bitkisel ¢ay olarak,
marmelatt yapilarak ve meyve suyu olarak oldugu gibi direk meyvesi de

tiiketilebilmektedir. Bu agidan bakildiginda ayni zamanda ticari yonii olan bir meyvedir.

1.2.1. Kusburnu Bitkisi ile Biyoaktivite Calismalar:

Son yillarda yapilan c¢alismalar saglikli yasam ve beslenmeye karsi olan ilginin
artmasiyla birlikte bitkisel tibbi preparatlar giderek artan bir seklide kullanilmaya
baslamistir. Kusburnu da tibbi 6nemi olan bir bitkidir.

Kusburnu ekstraktlar1 kapsiil, tablet ve surup seklinde dogal vitamin preparatlarinin
hazirlanmasinda, bebek gidalari, poset cay, diger meyve ve sebze sularinin vitamince
zenginlestirilmesinde kullanilmaktadir (Ozdemir, F. vd., 1998).

Kusburnu bitkisi C, B1, B2, E, K vitaminleri ve K, Na, Mg, P, Fe, Mn, Cu, Zn gibi
elementlerce zengin bir bitki olmasinin yani sira; flavanoidler, likopen, B-karoten
bakimindan da zengin bir bitkidir (Kazaz, S. vd., 2009). Kusburnu bitkisi fenolik bilesikler
ve flavanoidlerce zengin bir bitki olup, klinik ¢alismalar kusburnu bitkisinin ve
ekstraktlarinin antioksidan veanti-inflamatuar etki gosterdigini (Kharazmi, 2008) ve ayrica
son zamanlarda osteoartrit hastaligimin agrilarin1 azaltict etki gosterigini ortaya
koymaktadir (Rein vd., 2004).

Kusburnu bitkisinin gastrik mukoza, gastrik iilser ve sindirim problemleri gibi
gastrointestinal sistem hastaliklarinda da rahatlatici etkisinin oldugu (Giirbiiz, vd., 2003)
literatiirde bildirilen faydali 6zellikleri arasindadir.

Kusburnu marmelatinin yiiksek miktarda kuru madde icerdigi, askorbik asit, seker
fenolik icerik olarak zengin oldugu tespit edilmistir (Y1ldiz, O. ve Alpaslan, M., 2012).

Halk arasinda C vitamini bakimindan limon gibi meyveler zengin olarak bilinse de

kusburnu da C vitamini (askorbik asit) bakimindan zengindir (Nojavan, vd., 2008). Bu



bakimdan kusburnunun soguk alginligi ve grip gibi saglik sorunlarinin énlenmesi, benzer
rahatsizliklarin olusumunu, yorgunluk hissini ve bogaz agrilarin1 azaltmasi, bagisiklik
sistemini giiclendirmesi bildirilen faydal etkileri arasindadir (Orhan vd., 2007).
Kusburnunun aynmi zamanda menstrual dongiliniin diizenlenmesinde ve agir
donemlerdeki agrilarin hafifletilmesinde olumlu yardimci etkiler gosterdigi, yiizdeki

akneleri azalttigi, anti-inflamatuar 6zellik gosterdigi (Nojavan vd., 2008) bildirilmistir.

1.3. Insanda Olusan Oksidan Maddeler

Biyolojik bir varlik olarak uzun yasamak, kanser gibi Oliimciil hastaliklardan
korunmak i¢in viicudumuzda olusan oksidan maddelerden korunmamiz gerekir.
Ortaklanmamuis elektron i¢eren atom, molekiil ya da iyonlar oksidan maddelerdir ve serbest
radikal olarak adlandirilirlar.

Bilindigi tizere Kuantum kimyasina gore bir bagin yapisinda ancak iki elektron
bulunabilir ve bu iki elekron ters spinli olmak zorundadir. Bunun anlami elektronlardan
biri saat yoniinde donerken digeri tersi yonde donme yapmaktadir. Bu sekilde diizenlenen
elektron ciftlerinin kararliliklar1 oldukga yiiksektir ve insan viicudunda hemen hemen
biitiin elektronlar elektron ¢ifti halinde bulunur.

Bir bag koptugunda iki durum ortaya ¢ikar; birinci durumda elektronlar birlikte ayni
atoma katilirlar, ikinci durumda ise elektronlar birbirinden ayrilarak biri bir atoma digeri
Oteki atoma katilir. Birinci durumun gergeklesmesi halinde bir iyon olusur, ikinci
durumdaki gibi elektronlarin ayrilmasi s6z konusu oldugunda ise serbest radikaller olusur.
Serbest radikallerdeki bu eslesmemis elektronlar oldukca yiiksek enerjilidir ve kendileri
esleyerek diisiik enerji diizeyine gelmek i¢in bagka eslesmis elektronlara saldirarak islerine
engel olurlar. Bu islem serbest radikalleri hem tehlikeli hem de kullanislt yapar (URL-3,
2012).

Serbest radikaller bir kere olustugunda zincir reaksiyonlar1 baslatabilir. Bir serbest
radikal, ¢ift halde bulunan elektronlarin ¢cogunu birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur.
Ama sonugcta serbest radikal kendine bir elektron alarak elektron ¢ifti haline gecer, diger
elektronsa yeni bir serbest radikal olusturur (URL-4, 2012)

Oksijen kaynakli olan serbest radikaller biyolojik sistemlerde onemli bir yere

sahiptir. Bu radikaller, oksijenin suya indirgenmesi sirasinda tek elektron aktarmasi



sonucunda olusan; oksijenin kendisi (singlet oksijen), siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis
metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalidir (Akkus, 1995).

Molekiiler haldeki oksijenin bir elektron almasi ile siiperoksit (Oz¢) radikali, iki
elektron almasi ile hidrojen peroksit (H»O,), li¢ elektron almasi ile hidroksil (OHe)
radikali, ve dort elektron almasi ile su molekiili (H2O) olusmaktadir. Bu reaksiyonlari

asagidaki basamaklarla gosterebiliriz;

O,+H" +¢ — HO; Hidroperoksil radikali (@))
H,O0 - H+ Oy Stiperoksit radikali 2
0,4+ 2H" - H,0, Hidrojen peroksit (3)
H,O,+e — OH +OHe Hidroksil radikali 4)
-OH+e¢ +H' — H,0 Su (5)

Molekiiler oksijen (O3), ortaklanmamis elektronu bulunmamasindan dolay:r radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana
geldigi gibi, bu reaksiyonlarin baslamasina da sebep olur. Serbest oksijen radikallerinin
etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R’), peroksil radikalleri (ROO), alkoksil
radikalleri (RO"), tiyol radikalleri (RS") gibi Onemli serbest radikaller meydana gelir.

Stiperoksit radikalinin olusumu, oksijen molekiiliiniin bir elektron almasi ile gerceklesir.

Ote — 0y (6)

Stiperoksit, yalniz basinayken herhangi bir zarari olmayan serbest radikaldir.
Biyolojik sistemdeki 6nemi hidrojen peroksit kaynagi olmasidir ve gegis metalleri
iyonlarinin indirgenmesinden sorumludur. Siiperoksit radikali ile nitrik oksitin verdigi

reaksiyon sonucunda ise reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit olusur.

O+~ + NO* — ONOO ~ )

Peroksinitrit proteinlere dogrudan zarar vererek, azot dioksit (NOy"), hidroksil
radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO,") gibi farkli toksik iiriinlerin olusmasina neden

olmaktadir.



Stiperoksit radikalinin kuvvetli indirgeyici 6zelligi olmasi sebebiyle, 6zellikle hem
gruplar1, Fe-S gruplan ile ve prostetik grup olarak gecis metalleri (Fe, Cu gibi) iceren
gruplarla etkilesim gostermektedir.

Stiperoksit radikalinin hidrojen peroksiti olusturmasi, stiperoksit dismutaz (SOD) ile
mutasyona ugramasi ile gergeklesmektedir.

Stiperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit radikali olusur ve peroksitin iki
hidrojen atomu almasi sonucunda hidrojen peroksit (H,O,) meydana gelir. Yine molekiiler
oksijenin iki elektron ve iki hidrojen atomu almasi sonucunda hidrojen peroksit olusur.

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil tiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile
olur.

Hidrojen peroksit, siiperoksit ile reaksiyona girerek en aktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturur. Bu reaksiyona “Haber-Weiss” reaksiyonu
ad1 verilir.

Metallerin varliginda ise ayni reaksiyon geg¢is metalleriyle “Fenton reaksiyonu”
sonucu olusur.

Hidroksil radikali (OH"), biitin oksijen radikalleri i¢inde en aktif ve toksik etkili
olanidir. Proteinler, karbohidrat, lipid ve niikleik asitleri okside etme yetenegi fazladir,
olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Hidroksil radikali (OH’) hidrojen peroksidin
gecis metalleri varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) ya da suyun yiiksek
enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.

Hidroksil radikali, tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton

kopararak yeni radikallerin olusumuna sebep olur.

1.4. Oksidanlarin Biyolojik Onemi ve Etkileri

Yasamin devamliligr acisindan serbest radikaller son derece Onemlidir. Enerji
iretimi, elektron transferi gibi metabolik islevlerde rol oynamaktadir. Ayrica bagisiklik
sistemi, viicuda giren yabanci saldirganlar1 ve zarar gormiis dokulari isaretlemek igin
serbest radikalleri kullanmaktadir. Serbest radikaller viicutta kontrol altinda tutulmadigi
takdirde biyomolekiillerle reaksiyona girerek hem onlarin yapisini bozmakta hem de
olusan triinler toksik 6zellik tasimaktadir (URL-4, 2012).

Oldukga reaktif olan serbest radikaller ndtralize edilmezlerse viicutta ciddi hasara neden

olabilirler. Protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi birgok biyolojik materyali



zarara ugratabilmektedirler. Bu zararin sonucu olarak yaslanma, kalp-damar hastaliklari,
cesitli kanser tiirleri, bagisiklik sisteminin zayiflamasi gibi bir¢ok hastaliga neden

olduguna dair bilgiler bulunmaktadir (Diplock, 1998).

S ohumim ~
Protein g ennmlen l .

hasan _.-’

Membran
hasar
DNA =
hasan & Gegirgenligin
e azalmasi
~ Bolca Ca™ 'nin
igerive akast

Lipid peroksidasvonu

Sekil 2. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri

Serbest radikaller tarafindan membranda bulunan poliansatiire yag asitlerinin
oksidasyona ugratilmasi1 sonucu lipid peroksidasyonu meydana gelir. Lipid peroksil
radikalleri (stiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali)
lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarinin baslaticilaridir (URL-3, 2012). Lipid
peroksidasyonun en &nemli iiriinii malondialdehid (MDA) dir. U¢ ya da daha fazla ¢ifte
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda MDA olusur. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur.

Lipid oksidasyonu; baslangi¢, ilerleme ve sonu¢ basamaklarindan olusmaktadir.
Oksidasyonun baslangi¢ basamaginda, bir radikal (X-) ile yag asidinin (LH) reaksiyonu
sonucu bir lipid radikali (L-) meydana gelmektedir . Ilerleme asamasinda, olusan
L-radikaline oksijen eklenmesiyle peroksi radikali (LOO-) olusmakta ve bu peroksi radikali
diger bir yag asidi (LH) molekiiliinden ayrilan bir hidrojen atomu ile birleserek tekrar
hidroperoksitlere ve yeni lipid radikallerine doniismektedir. Sonu¢ asamasinda ise olusan
radikaller birbiriyle reaksiyona girerek radikal olmayan, aldehit, keton, ester, eter ve alkol

gibi kararli bozunma iiriinlerine doniismektedir (Porter, 1985).



Serbest radikal saldirisinin devami etmesi durumunda, hiicre zarmin yapisindaki
lipitlerin parcalanmasi, bitki zarmin yirtilmasi ve hiicre bilesenlerinin dagilmasi durumlari
ortaya ¢ikmaktadir. Hiicre i¢i bilesenlerin hiicre disina akmasi etraftaki dokularin da zarara
ugramasina neden olmaktadir. Serbest radikal saldirisi ve hiicre zarinin tahribat1 "Oksidatif
Zarar" olarak adlandirilir.

Serbest radikallerin proteinler lizerindeki etkileri proteinin amino asit kompozisyonu,
amino asitlerin yapisal dizilisleri gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir. Cift
bag ve kiikiirt iceren metiyonin, tirozin, histidin, fenilalanin, triptofan, sistein gibi amino
asitleri igeren proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Sonug olarak 6zellikle
stlfur radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller meydana gelir. Serbest radikallerin
etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve
albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilart bozulur, normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler.

Metabolik fonksiyonlar esnasinda veya radyasyon etkisiyle viicutta olusan serbest
radikaller DNA ile etkilesmeleri sonucunda hiicre mutasyonu ve hiicre dliimiine neden
olabilmektedir. Ozellikle hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca etkileserek
degisiklige yol acar. Hidrojen peroksit molekiiliiniin hiicre ¢ekirdegine ulagsmasi sonucunda
DNA hasar1 sonucu hiicre fonksiyonlarinda bozukluk olusmaktadir. Serbest radikallerin
etkisi sonucunda DNA’da meydana gelen mutasyonlar kansere, erken yaslanmaya,
Parkinson hastaligi, Alzhemier gibi pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir (URL-5, 2012)

Serbest radikallerin karbohidratlarla olan etkilesmeler sonucunda cesitli iiriinler
olusur ve bunlar ¢esitli patolojik siireglerde 6nem teskil ederler.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, behget hastaligi, ¢esitli deri ve géz hastaliklari, kanser gibi bir¢ok hastalikta
ve yasllikta serbest radikal iretiminin arttigi, antioksidan savunma mekanizmalarinin
yetersiz oldugu gosterilmistir.

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklar
gibi patolojik olaylarda 6nemli rol oynarlar (Kayali ve Cakatay, 2004). Okzoaldehidler
DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturabilme
ozelliklerinden dolay1 antimikotik etki gosterirler. Boylece, kanser ve yaglanma olaylarinda

rol oynarlar (Yi1lmaz ve Ozan, 2003).



Serbest radikallerin etkileri ile bircok hastalifin ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir.
Viicudumuz kendi yasam fonksiyonlarini yerine getirirken ve cevresel (UV, egzos gazi,
sigara vb.) etkenlerle olusan serbest radikallerin etkilerinin azaltilmasi ve onlarin
temizlenmesinden sorumlu bir sisteme sahiptir ve bu “antioksidan savunma sistemi” olarak

tanimlanmaktadir.

1.5. Antioksidan Maddeler ve Siniflandirilmasi

Antioksidanlar hiicrelerde olusan serbest radikaller ile reaksiyona girerek onlarin
diger molekiilleri oksidasyona ugratmalarina engel olan ve bu sekilde kanser dahil pek ¢ok
hastalig1 ve erken yaslanmay1 dnleyen veya etkilerini minimize eden molekiillerdir.

Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar olarak iki sinifa
ayrilabilir. Dogal antioksidanlar kaynagina gore; endojen ve eksojen antioksidanlar
seklinde iki grupta ele alinabilir. Viicudun kendi iirettigi endojen antioksidanlar, enzimatik
ve enzimatik olmayanlardir. Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), hidroperoksidaz,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S transferazlar, glutatyon rediiktaz, sitokrom
oksidaz enzimatik antioksidanlardir. askorbik asit, flavonidler, metiyonin, albumin gibi
maddeleri enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek verilebilir. Endojen antioksidanlar
hiicrede bulunduklar1 ve etki gosterdikleri yere gore de simniflandirilabilir; hiicre i¢i
(intraseliiler), membrabal ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gidalardaki yapay antioksidanlardir.
askorbik asit (C vitamini) Folik asit, a-tokoferol (E vitamini), g-karoten vitamin olan
antioksidanlardir. ksantin oksidaz inhibitorleri, Trolox ve NADPH oksidaz inhibitorleri
ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlara 6rnek verilebilir. Gida katki maddesi olarak
kullanilan eksojen antioksidanlara ise biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), sodyum benzoat, propilgalat, ve etosikuin 6rnek verilebilir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi substrat olarak serbest radikal kullanan tek
enzimdir ve siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalizler.

Katalaz (CAT) hayvansal organizmalarin aerobik hiicrelerinde; 6zellikle karaciger ve
eritrositlerde yogun olarak bulunur. Yiiksek konsantrasyonda olusan hidrojen peroksitin
dismutasyonunu katalizler. Peroksizomlerde yer alan tetramerik bir proteindir.

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri yakalamak

suretiyle gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve bir¢ok
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hiicrede ¢ok yiliksek konsantrasyonlarda bulunan glutatiyon, biyolojik membranlar lipid
peroksidasyonuna karsi korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak ger¢eklesmektedir (Di
Mascio, P., vd.,1991). Glutatyon peroksidaz GSHPx enzimi, glutatiyon’un indirgenmis
formunu (GSH), oksitlenmis hale (GSSG) doniistiirmektedir.

Glutatyon ayni zamanda hiicre iginde tekli oksijen (;0,), stiperoksit anyonu (-O5-),
hidroksi (-OH) radikalleri gibi birgok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da reak-
siyona girmektedir (Larson, 1988)

Glutatyon rediiktaz (GSH-R), yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmis
glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalizler. Glutatyon-S-transferazlar (GST), basta
aragidonik asit ve lineloat hidroperoksitleri olmak {tizere lipid peroksitlerine karsi,
selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi
olustururlar.

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ise solunum zincirinin son enzimidir ve
stiperoksidi (O,. ) detoksifiye eder (Akkus, 1995).

Enzimatik olmasayan endojen antioksidan olan glutatyon (GSH), viicutta direk
olarak sistein, glisin ve glutamattan sentezlenmektedir. GSH redoks dongiisiiniin bir
substrat1 olarak, hidroksil radikalleri ile singlet oksijenin temizlenmesinde yararlidir.
Hemoglobinin  oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir.
Ayrica proteinlerin yapisinda bulunan siilthidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak
bu gruplar1 oksidasyona karsi korur. Melatonin (MLT) en zararli serbest radikal olan
hidroksil serbest radikalinin (OH®) temizlenmesinde etkili olan gii¢lii bir antioksidandir.
Urat; hidroksil, siiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijenin temizlenmesinde gorev
yapar ve C vitamininin oksidasyonunu engelleyici etkisi bulunur. Bilirubin, stiperoksit ve
hidroksil radikallerinin temizlenmesinde etkilidir. Albiimin LOOH ve HOCI toplayicisidir
ve plazma osmotik basincini diizenlemeden de sorumludur.

Urik asit endojen olarak serbest radikal temizleyicisi ve antioksidan olarak davranir.
Viicut s1vilarinda yaklasik olarak 0.5 mmol/L kadar bulunur ve piirin metabolizmasinin son
{irlinii olarak sentezlenir. Urik asit giiclii sekilde singlet oksijen, peroksil radikali (ROO-)
ve OH temizleyicisidir (Sinha vd., 2009)

Askorbik asit suda ¢oziinebilen ve turunggiller, patates, domates ile yesil yaprakli
sebzelerde bulunan antioksidandir. Insanlar L-glukanolakton oksidaz enziminin eksikligi
nedeniyle D-glikozdan L-askorbik asidi sentezleyemezler ve bu nedenle askorbik asidi

gidalari ile almak zorundadirlar (Baskin ve Salem, 1997).
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Sekil 3. Askorbik Asit (C vitamini)

Suda c¢oziinebilen - zincir kirici bir antioksidan olmasindan dolay1 o6zellikle
detoksifikasyon metabolizmasi esnasinda olusan serbest radikalleri ve ROS’lan etkisiz
hale getirir (Carr vd., 2000). Bir elektronun verilmesi sonucu askorbat,
semidehidroaskorbat (DHA) radikaline c¢evrilir. Askorbat, siiperoksit ve hidroksil
radikalleri ile kolayca reaksiyona girerek DHA olusturur. DHA, vitamin C kaynagi olarak
kullanilir (Baskin, ve Salem, 1997).

Askorbik asit + 20, + 2H"— H,0, + DHA (8)

Vitamin C membrana bagli vitamin E’nin rejenerasyonunu da saglar. a-tokoferoksil
radikali ile reaksiyona girerek, tokoferol meydana getirirken kendisi de dehidroaskorbik
aside doniisiir. Ayrica, askorbik asit tek basina pro-oksidan etkilidir ve bakir ile demir
tuzlari i¢in indirgeyici olarak davranmaktadir. Askorbik asit Fe**, Fe"®’e doniistiiriir. Fe*?
boylece hidrojen peroksidin hidroksil radikaline c¢evrilmesine neden olmaktadir
(Proteggente, A.R., vd., 2000).

Alfa tokoferol hiicrelerde bulunan yagda ¢6ziinen ana antioksidandir. Dogada yan
zincirlerinin doyurulmas: ve metilasyon bakimindan birbirinden farkli a, B, v ve o-
tokoferol ile a, B, v ve o-tokotrienol isminde 8 tip vitamin E bulunmaktadir. Plazmada
baskin olarak bulunan ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olani a-tokoferoldiir.
Temel fonksiyonu membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunun ve hiicre membranlarinin

hasar gérmesinin 6nlenmesidir.

a-tokoferol + LOO™ — a-tokoferol'+ LOOH 9
a-tokoferol’+ LOO"™ — LOO-a-tokoferol (10)
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B-karoten singlet oksijenin yakalamasi, serbest radikalleri temizlemesi ve hiicre

membran1 lipitlerini oksidatif dejenerasyona karsi korumada onemli bir antioksidandir

(Baskin ve Salem, 1997).

B-karoten (CAR) + LOO" — LOO-CAR’ (11)
LOO-CAR '+ LOO — LOO-CAR-OOL (12)

Sentetik olarak tiretilen Trolox, rutin, butillenmis hidroksi toluen (BHT), butillenmis
hidroksi anisol (BHA) gibi antioksidanlar genellikle antioksidan aktivite tayinlerinde
standart olarak kullanilirlar. Biitillenmis hidroksi toluen (BHT), peroksi radikaliyle iki
asamada reaksiyona girerek onu ¢ok daha az reaktif iiriinlere doniistiirmesi sebebiyle

Onemli bir sentetik antioksidandir.

ROO-
ROO-

RO OH 00
:\Ie Z\Ie

Sekil 4. BHT (2,6 di-tert-butil-4 metil fenol [butillenmis hidroksitoluen])’nin
peroksil radikali ile reaksiyonu.

Stiper antioksidan haplar, Japon erigi, kokusuz sarimsak, mavi-yesil alg (yosun),
havug, portakal ve badem konsantreleri ilave edilmis ‘Activin’ iiziim ¢ekirdegi
ekstresinden olusan bir bitkisel karisim olup A, C, E vitaminleri, selenyum, cinko ve
kalsiyum mineralleri de icermektedir. Ayrica {iriinii olusturan dogal bitki 6zleri, vitaminler
ve mineraller antioksidan etkileri bilinen ve bu amag i¢in kullanilan 6zel maddelerdir
(Diindar ve Aslan, 2000). Bir baska karisim ise ABD’den ithal edilmekte olan ve nar
kapsiilii olarak adlandirilan, ticari adi ‘PomGT’ olan iirlin seker, gluten, yapay aromalar,
renklendirici ve koruyucu katki maddeleri icermeyip 1 kapsiiliinde 8 fincan yesil ¢ay ve 2
bardak nar suyu bulunduran antioksidan haptir. Son yillarda {iretilen bu tiir haplar yapay

antioksidanlara birer 6rnektir.
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Tablo 1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Dogal antioksidanlar

e

Enzimler

SOD

Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatiyon S transferaz

Sitokrom oksidaz

Antioksidanlar

/
N

Enzim olmayanlar

/

Glutatyon

Endojen

Seriiloplazmin
Bilirubin
Ferritin
Laktoferin
Urik asit
Haptoglobinler

Albumin

N

Eksojen

E Vitamini
P-Karoten
Askorbik Asit

Flavonoidler

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler:

W

Yapay antioksidanlar

BHT, BHA, Troloks,
SOD mimikleri ve ¢esitli
selat olusturucu
maddeler

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif yeni

molekiile ¢cevirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiiciik

molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini

azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirict etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir

etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini

engelleyici etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict

etki gosterirler.
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4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir (URL-6).

1.6. Biyoaktif Fenolik Bilesikler

Bitkiler, yilizyillardan beri tiim diinyada gidalarin tad ve aromasinin artirilmasinda
(Shelef, 1983), gidalardaki istenmeyen kokularin giderilmesinde (Giese, 1994) ve
hepsinden 6nemlisi de tedavi amagli olarak kullanilmistir. Uzun yillar geleneksel olarak
devam eden bu kullanim sekilleri, 20. yiizyilin basindan itibaren tedavi amagli kullanilan
bitkilerin ¢esitli 6zellikleri laboratuarlarda incelenmeye baglanmistir (Digrak vd., 1998).
Tibbi bitkiler ile ilgili bilimsel aragtirmalarin sayisinin artmasi sonucunda bitki tiirlerine ve
bilesenlerine ilgi de bir hayli artmistir.

Biitiin bitkiler metabolizmalarinda sekonder metabolit olarak ¢ok sayida fenolik
madde olusturmaktadirlar. Bu nedenle, bitkisel kokenli biitiin gidalarda daima farklh
nitelikte ve miktarda cesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir.

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saglig1 agisindan islevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri, antimikrobiyal ve antioksidatif etki gostermeleri, enzim
inhibisyonuna neden olmalari, degisik gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bir¢cok
acidan 6nem tasimaktadirlar. Fenolik bilesikler insan viiciidunda cesitli sebeplerle olusan
oksidan maddelerin temizlenmesinde etkili olduklar: i¢in antioksidan 6zellik gdsterirler
(URL-7).

Fenolik bilesikler beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkilere sahip olmasindan
dolayr “biyoflavonoid”olarak da tanimlanmaktadirlar. Ayrica kilcal dolasim sisteminde
gecirgenligi diizenleyici ve kan basincini diisiiriicii etkisi gz Oniine alinarak bazi
kaynaklarda P  faktorii (permeabilite faktorii) veya P vitamini olarak da
adlandirilmaktadirlar.

Fenolik bilesikler alt1 karbonlu aromatik halkaya dogrudan bagli bir veya daha fazla
hidroksil grubu (-OH) igeren ve bu hidroksil grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli,
zay1f asidik, aromatik bilesiklerdir. Bitkiler icerisinde en yaygin olarak bulunan bilesik
grubu olan fenolik bilesikler 6000’in {izerinde c¢esitli bilesik yapisina sahiptir (Bravo,
1998).
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Sekil 5. Flavonoidlerin kimyasal yapis1

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {iizere iki gruba ayrilirlar
(Cemeroglu, B., 2004). Flavanoidler, bitkisel caylarin, meyve ve sebzelerin dogal
yapilarinda bulunan polifenolik antioksidanlardir. Fenolik asitler genellikle bitkilerin tag
kisminda bulunan ve antioksidan 6zellige sahip bilesiklerdir.

Fenolik asitler hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler olmak iizere iki
gruba ayrilirlar (bezoik asit ve sinamik asit tiirevleri). Hidroksibenzoik asitlerin genel
kimyasal yapist Cg-C; fenilmetan’dan olusmaktadir ve bunlar bitkisel gidalarda genel
olarak eser miktarda bulunurlar. Hidroksibenzoik asitlere 6rnek olarak salisilik asit, vanilik

asit, gallik asit ve m-hidroksibenzoik asit bilesikleri verebilir.
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HO OH
OH

Sekil 6. Gallik asit

Hidroksisinnamik asitler Cg-C3 fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina
baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler. Kaffeik asit,
ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asit bilesikleri yaygin olarak bulunan

hidroksisinamik asit tlirevi bilesiklerdir.

R1 R1
R24©—COOH R24©70H= CH—COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit Rl |R2| R

Asit R1 R2 R3

[F5]

p-Hidroksibenzoik H OH| H P-Kumarik H OH H

Pirokate suik H |OH| OH | Kafeik H |OH | oH
Vanilik CH,O |OH| H | Ferulik CH,O[{OH [ H
Siringik CH,0 | OH|CH,O| sinapik CH,O| oH | CH,O
Gallik OH |OH| OH

Sekil 7. Fenolik asitlerin genel yapis1 a) benzoik asit tiirevleri b) sinamik asit tiirevleri
(Shahidi, F., ve Naczk, M., 1995)

Fenolik asitlerin karboksil gruplar1 karbohidratlar, aminoasitler veya glikozitler ile
reaksiyona girebilirler ve alkollerle fenol esterleri, amino bilesikleri ile de amidleri
olustururlar. Ayrica fenol halkasindaki hidroksil gruplarimin aktifliginden dolayr sekerler

ile birlesmesi sonucu glikozitleri olustururlar.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0d/Gallic_acid.svg
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Flavonoidlerin genel kimyasal yapist Cg-C3-C3 seklindedir ve hidroksil grubunun
molekiil tizerindeki dagilimi ve sayisi gesitlilik gostermektedirler.

Flavonoidler fenolik bilesikler icerisinde en énemli grubu olustururlar ve flavan (2-
fenolbenzodihidropiran) tiirevi bilesiklerdir. Flavonoidler baglanan substitiie gruplarin
tirlerine gore alt1 alt gruba ayrilirlar; antosiyanidinler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar,
flavanoller ve izoflavonoidler.

Antosiyanidinler dogada genellikle sekerlerle olusturduklar1 glikozit formunda
bulunurlar ve “antosiyanin” admi alirlar. Antosiyaninler meyve ve sebzelerde pembe,
kirmiz1 ve mor tondaki ¢esitli renklerin olusumundan sorumludurlar ve suda ¢6ziinebilir
olan renk pigmentleridir (Cemeroglu, B., 2004).

Antosiyaninlerin rengi fenolik bilesiklerin yapisinda bulunan hidroksil (-OH) ve
metoksil (-OCH3) grubu sayisina bagli olarak degisim gosterir; -OH grubu sayisi arttikga
mavilik, -OCHj; grubu sayisi arttikga kirmizilik artmaktadir.

Sekil 8. Antosiyaninlerin genel yapist

Antosiyaninler, yenilebilir tahillarda, koklerde ve yesil sebzelerde bulunmasina
ragmen Ozellikle meyvelerde bulunulur. Elma, armut, ayva, kayisi, erik ve seftali gibi
cekirdekli meyvelerin kabugunda; taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerin hem kabugunda,
hem de etli kisminda bulunur. Igecekler ve diger besin maddelerinin renklendirilmesinde
kullanilirlar. Bunun yaninda farmasotik {irlinlerin boyanmasinda da kullanilirlar.

Flavonol grubu bilesikler gidalarda genellikle glikozid formunda bulunmaktadir.
Baslica flavonol bilesikleri kamferol, kuersetin, mirisetin ve izoramnetin’dir.

Kuersetin, birgcok meyve, sebze ve igecekte bulunur. Kamferol, genellikle meyve ve
lifli sebzelerde bulunur. Ayrica bazi taneli-kabuksuz- yumusak meyvelerde (gilek, Kiraz

vb.), baharatlarda, baklagillerde ve koklii sebzelerde bulunur.
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b)

Sekil 9. Kuersetin (a) ve Kamferol (b)

Izoramnetin, sogan ve seftalide bulunur. Miresitin ise &zellikle taneli-kabuksuz-

yumusak meyvelerde, misir ve ¢ayda bulunur.

R1 =H:
R1 =OH
R1 =OH;

Ry = OCH3; Rs=H:

R2 =H:
R2 =H:
R, OH:

Kaempferol
Quercetin
Myricetin
Isorhamnetin

Sekil 10. Flavonollerin genel yapisi

Flavon ve flavon glikozidleri hemen her bitkide bulunan agik sar1 renkli bilesiklerdir.

Flavonlarda flavan halkasi C4 pozisyonundan okside olmus durumdadir ve c¢ift bag

(C2=C3) igermektedir.

Pga(vznglllj)r R1 R2 lzixf':m'l_llz)u‘ R1 R2
Kamferol H H Apigenin H H
Kuersetin OH H Luteolin | OH | H
Mirisetin OH |OH |Krisoeriol | OCH H
isoramnetin (OCH, | H Trisin OCH, | OCH,

Sekil 11. Flavon ve flavonollerin genel yapisi


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Kaempferol.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Kaempferol.png
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Flavononlar genellikle tahil gidalarinda bulunurlar (bugday, misir vb.). Sebzelerde ve
sebze yapraklarinda genellikle luteolin glikozitleri ve apigenin mevcuttur. Flavanonlar
renksiz ve cogunlukla turunggil meyvelerinde bulunan flavonoid tiirii bilesiklerdir. En
yaygin olarak bulunan flavanon tiirleri, naringin, hesperitin ve naringenin’ dir.

Flavanoller gidalarda yaygin olarak bulunan flavonoid tiirii bilesiklerdir ve flavonoid
biyosentezinde ara liriin olarak olusurlar. Flavanoller kimyasal veya enzimatik yollarla
havadaki oksijen ile reaksiyona girerek proantosiyanin bilesiklerini olustururlar. Burada iki
veya daha fazla flavanol bilesiginin polimerlesmesi gergeklesmektedir.

[zoflavanoidler bazi1 meyve ve sebzelerde, basta soya fasulyesi olmak iizere yaygin
olarak cesitli baklagillerde bulunan bilesiklerdir. Son yillarda yapilan klinik ¢aligsmalar
izoflavonoidlerin biyoaktif bilesikler olduklarin1 ve soya proteinleri ile birlikte kandaki
kolesterol diizeyinin diisiiriilmesinde dnemli rolleri oldugunu ortaya koymustur. Yaygin
olarak bilinen izoflavonoidler daidzein, glisitein ve genistein’ dir.

Flavonoidler ve fenolik asitler baharatlarda bulunan antioksidan etkili baslica
bilesiklerdir. Sumak ile yapilan bir caligmada yiliksek antioksidan aktivite gézlemlenmis
ve antioksidan aktivitenin antosiyaninler ve proantosiyanidinlerden kaynaklandigi ortaya
konmustur.

Antosiyanin ekstraktlarinin gidalarda sadece renk diizenleyici olarak degil, ayni
zamanda saglik acisindan faydali bilesikler oldugu ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
cesitli hastaliklarda tedavi etme amaciyla kullanildigi bilinmektedir. Antosiyaninlerin
arterioskleos, kanser riskini azaltma, kan dolasimi bozukluklarinda ve bazi goz
hastaliklarinda tedavi edici niteligi bulundugu ortaya konulmustur (Kurilich, A.C., vd.,
2005).

Bazi aragtirmalar sonucunda katesinlerin antimutajenik ve antikarsinojenik akivite
gosterdikleri tespit edilmistir. Bu nedenle ¢ay ekstraktlar1 ve ¢ay bilesenlerinin biyolojik
aktivitelerinin incelenmesi i¢in arstirmalar yiiriitilmektedir. Son yillarda yiiriitiilen
flavonoid bilesiklerinin oksidatif DNA hasarin1 serbest radikal tutulmasi disinda
mekanizmalarla Onledigini gostermektedir. Flavonoidlerin ¢ogu glutatyon-S transferazi
(GST) aktive etme 6zelligi gdstermektedir.

Genel olarak ‘Flavonoidler’ ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, peroksil ve nitrik
oksit gibi radikalleri temizleme, enzim aktivitelerini diizenleme, hiicre ¢ogalmasini inhibe
etme, demir ve bakir selasyonu, p-tokoferol rejenerasyonu foksiyonlarina ek olarak;

vazodilatator, antibiyotik, immiinstimiilan, antiallerjik, antidiyareik, antiiilser, dstrojenik,
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antiviral ve daha birgok etkilerinin oldugu soylenebilir (Dillard, C.J. ve German, J.B.,
2000; Rice-Evans, C.A., vd., 1996).

Flavonoidler serbest radikalleri temizleme, giiglii antioksidan olma 6zelliklerinin
yani sira hidrolitik ve oksidatif enzimler olan fosfolipaz-A2, siklooksijenaz,
lipooksijenazin inhibisyonu ile antienflamatuvar Ozellik gosterirler. Ayrica, ksantin
oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein kinaz enzimlerini inhibe ettiklerine
dair veriler mevcuttur (Cimen, Y. ve Burak, M., 1999).

Diinyada tedavi amagh olarak kullanilan bitki sayisinin 20.000 civarinda oldugu
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan rapor edilmistir (Kalaycioglu ve Oner, 1994). Son
zamanlarda bitkilerin maya, mantar ve bakterileri inhibe ettigi dogrulanmistir (Shelef,

1983).

1.7. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) karisim igerisindeki bilesenlerin
ayirilmasi, tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi amaciyla uygulanan kromatografik
bir tekniktir. Uyglulama alanlar1 ¢ok genistir ve kimya, biyoloji, farmakoloji, gida, cevre,
gida, endiistri vb. alanlarinda ki uygulamalari 6rnek olarak verilebilir. (URL-8). HPLC
tekniginde enjektor portu, sivi haraketli faz, kat1 sabit faz, pompa, dedektor ve bilgisayar
bilesenleri bulunmaktadir. Enjektor portu, analiz edilecek karisimin sisteme yliklenmesini;
sivi hareketli faz, analizi yapilacak olan bilesenlerin taginmasini; sabit faz, bilesenlerle
etkilesme veya onlar1 tutma 6zelligine gore ayrilmalarini; pompa, sivi hareketli fazin ve
bilesenlerin kolona ve oradan dedektore tasinmalarini; dedektor, bilesenlerin verdigi
sinyalin Olclilmesini ve bilgisayar ise dedektorde ol¢giilen sinyalin kaydedilmesini saglar.
HPLC analizleri, sivi hareketli fazla kolona taginmalar1 ve kolonda farkli tutunma veya
alikonma zamanlarina gore ayrilmalar1 esasina dayanir.

Tipik bir HPLC ¢alismasinda lineer bir degisim kullanarak karistirilan iki ¢oziicii ve
kolon boyunca belli bir akis hiz1 uygulanir. Coziiciilerin degisikligi ve ilaveler ayirmanin
seciciligini optimize etmek icin kullanilir. Coziiciilerin bulundugu hareketli faz depolari
kolonda ve dedektor sisteminde gaz olusturarak bozucu etkilere sebep olan ¢oziinmiis
gazlarin (genellikle oksijen ve azot) giderilmesi i¢in bir cihazla donatilmistir (Skoog vd.,
1998). Pompa yiiksek basingta sabit serbest-vurus akisi saglar ve ayirma esnasinda

coziiciilerin ¢esitli kompozisyonlarina programlanabilir. Akis hizt kolonun i¢ c¢apina
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baglidir; kolonda kiicgiik i¢ ¢ap1 kiigiik akis hiz1 gerektirir. Analitik HPLC igin tipik olarak
0,5-5 mL/dk akis hizi 400 bar’a kadar g¢alisan pompalar tarafindan tiretilebilir. Sivi
hareketli faz iki tipte uygulanabilir; hareketli faz kompozisyonunun sabit tutuldugu
izokritik akis ve degisken oldugu gradient eliisyon.

HPLC uygulamalar1 ¢alisma prensibine gore farkli tiirlere ayrilir. Bunlar dagilma
kromatografisi, yer degistirme kromatografisi, boyut-disarlama kromatografisi, iyon
degistirici kromatografi ve biyoafinite kromatografisidir (URL-8). Dagilma kromatografisi
hareketli ve sabit fazlarin bagil polarligina bagli olarak iki temel forma ayrilabilir (Skoog,
1998). Normal faz (NP) kromatografisinde sabit faz polar, hareketli faz ise apolardir ve
polarlig1 yiiksek olan analitler ilk elue edilirler. Ters faz kromatograsinde ise sabit faz
apolar, hareketli faz ise polardir. Polaritesi yiiksek olan analitler kolondan ilk once
ayrilirlar. HPLC uygulamalarinin biiytik bir kismu ters faz tipinde ¢alisir. Ters faz kolonlar
silikondan modifiye edilirler ve Oktil (C8) ve Oktadesil (C18) en yaygin olarak kullanilan
ters faz kolon tipleridir.

HPLC kolonlar (genelde 3-5 um) dar bir boyut dagilimina sahip kiiciik partikiillerden
olusur ki bunlar apolar fonksiyonel gruplarin kullanimiyla modifiye edilirler. Kolon i¢
capmin kiiglik olmasi nedeniyle hareketli fazin pompa yardimiyla yiliksek basingta
kolondan ge¢mesi gerekmektedir. Kolonlar laboratuarda hazirlanabilir ama genellikle ticari
olarak hazir kolonlar satin almarak kullanilir. Farkli boyutlarda analitik kolonlar
kullanilabilir. Gliniimiizde 100-250 mm boyunda ve 3-5 mm i¢ ¢apli 5 um sabit faz
materyaliyle kapli kolonlar makul bir zamanda yeterli ayrim saglamaktadir. Koruyucu
kolon, HPLC sistemine analitik kolon oncesi takili olarak, analitik kolonun tikaniklik ve
bozulmalardan korunmasi i¢in kullanilmaktadir.

Son otuz yili askindir pek c¢cok LC detektorler cesitli ilkelere dayandirilarak
gelistirilmigtir. Fakat yine de yalnizca onlardan yaklasik on iki tanesi LC analizleri i¢in
etkin bir sekilde kullanilir ve bunlarin da yalmizca dordii yaygin kullanimdadir. LC
analizinde kullanilan baskin detektorler UV detektor (sabit ve degisebilen dalga boyu),
refraktif indeks dedektorti, floresans dedektor ve kiitle spektrometredir (URL-8).

Ultraviole / Goriiniir Bolge Dedektorti (Ultraviolet / Visible dedector - UV/Vis):
Lambert-Beer yasasi esasina gore caligir. Spektrum taramasi yapmak, farkli dalga boyunda
calismak veya dalga boyunu zamana karsi programlamak miimkiindiir. Pek ¢ok organik
molekiil ve fonksiyonel grup 190 nm’den 800 nm’ye kadar olan ultraviyole (UV) ve/veya

gorliniir (Vis) alanda elektromagnetik enerji absorpsiyonu gergeklestirir. Cozeltiden stirekli
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olarak 151 gecerken analitler tarafindan 1smin bir kismi absorbe edilebilir. Bu
gerceklestiginde gecen 1smn bir prizmanin i¢inden gectiginde bir spektrum iretilir ve bu
absorpsiyon spektrumu olarak adlandirilir. Bir enerji absorpsiyonunun sonucu olarak
atomlar ve molekiiller diisiik enerjili seviyeden (baslangi¢ ya da temel hal) daha yiiksek bir
seviyeye (uyarilmis hal) gecer. Absorbe edilen elektromagnetik enerji uyarilmis ve temel
haller arasindaki enerji farkina esittir. Tipik UV-Vis spektrofotometre, bir 151k kaynagi, bir
monokromator, bir dedeksiyon hiicresi ve bir dedektérden olusur. Isik kaynagi olarak
genellikle spektrumun UV bolgesinde elektromagnetik enerji yayan bir déteryum lambasi
kullanilir. ikinci bir 151k kaynagi olan tungsten lamba ise spektrumun Vis bolgesindeki
dalga boylarinda ¢alismak i¢in kullanilir.

Fotodiyot Array Dedektorii (Photodiode array dedector: PDA veya DAD): 512
elementden olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1 bir dalga buyundaki absorbansinin es
zamanl olarak Olgcebilmesi presibiyle calisir ve UV/Vis dedektdrden farki budur . Bu
sayede 3 boyutlu kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum
taramasini gorebilmek miimkiindiir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda galisilabilmesi
bu dedektoriin sagladigi énemli bir avantajdir. Isik kaynagi olarak déteryum veya tungsten

lamba kullanilir.

Cikas

Fotodiyvot \
Serileni

Alas
Hiicresi

T

) Holografil: Yansitica
" Optilc As

Giris

Sekil 121. Diyot serili dedektoriin (DAD) sematik diyagrami
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1.7.1. On-line HPLC-FRAP Yontemi

Antioksidan aktivite tayinlerinde son yillarda kullanilmaya baslayan online
antioksidan belirleme yontemleri bilim adamlan tarafindan biiyiik ilgi gérmektedir. On-
line HPLC antioksidan aktivite yontemi uygulamalarin temelini HPLC ile ayrilan
antioksidan bilesiklerin online-kemiliiminesans ile aktivitelerinin Ol¢iilmesi ¢alismasi
olusturmaktadir. Bu yontem daha sonralar1 Koleva ve arkadaslar tarafindan gelistirilerek,
farkli radikal ¢6zeltileri kullanilmaya baslanmistir (Koleva, I.1. vd., 2000; 2001).

Klasik HPLC uygulamalarinda, HPLC cihazi igin istenilen akis hiz1 ve hareketli faz
bilesenleri i¢in zamana bagl degisim oranlar1 programlanir ve numune ¢dzeltisinin belli
bir miktar1t HPLC cihazina enjekte edilerek numune bilesenlerinin kolonda (sabit faz)
alikonma zamanlarina gore ayrilmalar1 gerceklestirilerek, dedektorde sinyal Ol¢iimii
yapilir. Online-HPLC antioksidan tayini yontemlerinde HPLC cihazina, kolon sonrasi
ikinci bir pompa (veya enjeksiyon pompasi) baglanarak sisteme radikal ¢dzeltisi gonderilir
ve numune ile karismasi saglanarak UV-Vis dedektorde istenilen dalga boyunda spektrum
Olciiliir ve kaydedilir.

Online HPLC-FRAP (FRAP: Demir (III) Indirgeme/ Antioksidan Kuvvet)
yonteminde numune ¢o6zeltisinin HPLC cihazinda ayirmalar1 gergeklestirilerek, kolon
sonrasina bagli enjeksiyon pompasi ile sisteme FRAP ¢ozeltisi gonderilir, numune ile
karigmas1 ve reaksiyon vermesi saglanir. UV-Vis dedektdrde 595 nm’ de spektrum ol¢tiliir

ve kaydedilir (Arslan Burnaz, 2012).

injector

HPLC column

:D_, DAD

detector

A T-piece

a

detector reaction coil

| ooog
v oooo
oooo
oooag
HPLC
solvent waste radical

solution

Sekil 13. On-line HPLC ile antioksidan tayini yontemi igin akis semasi.
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1.8. Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri
1.8.1. Cahismada Kullanilan Yontemler
1.8.1.1. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Gii¢c (FRAP) Yontemi

Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen yonteme goére incelenen bilesen veya Oziitiin
toplam indirgeme potansiyelini gdstermekte olup Fe*® — Fe*? indirgenmesi ile meydana
gelen renk degisiminin 595 nm' de 6l¢iilmesi ile belirlenir. Sonuglarin yorumlanmasi igin
indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda standart bir antioksidan madde olan
askorbik asit ile karsilastirilir. Fe(IIl) kaynagi olarak FRAP yonteminde genellikle 2,4,6-
tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(IIl) tuzu kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli
0.7 V’tan daha diisiik olan bilesiklerin antioksidan ozelligi test edilebilmektedir. Bu
yontemde polifenolik antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun miktar1 aktiviteyi
etkilemektedir. FRAP yontemi, elektron transferi esasina dayandigi igin, H transferi ile

radikal temizleyen 6zellikle tiyol ve proteinlerin antioksidan kapasitesini 6lgememektedir.

(A0

“‘*"rhlfm =

% /{%

f“ N | =
“«.l =

Fe''-TPTZ + indirgen antioksidan ————p Fe''-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 14. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu
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1.8.1.2. DPPH® Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

DPPH® radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir serbest
radikaldir ve 517 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Cuendet vd., 1997). Bu
radikalin ¢ozeltisi antioksidanlar iceren c¢ozelti ile kanstirildigi zaman DPPH®’dan
kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbans degerinde bir diisiise neden olacaktir.
Farkli numune konsantrasyonlariyla muamele edilerek DPPH*’in absorbansindaki bu
degisimin Olgiilmesi ile her bir numuneye karsilik gelen absorbansa karsi grafik
cizilmektedir. Grafikten elde edilen y=ax+b denkleminden DPPH® konsantrasyonunu
yartya diigiiren numune miktar1 pg/mL cinsinden belirlenmektedir ve bu deger 1Cso degeri
olarak ifade edilmektedir. Bu yontemin dnemli bir dezavantaji, DPPH® radikalinin molekiil
yapisi nedeniyle molekiil yapis1 biiyiik olan antioksidanlar sterik engellenmeye maruz kalir
ve bu nedeniyle inaktif olarak test edilmektedirler. Bu yontem, radikal temizleme aktivite

tayinlerinde kolaylig1 ve kisa siirmesi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir.

Sekil 15. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin
formiilii

1.8.1.3. Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

Bu yontem, suda ve diger organik ¢oziiclilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin
Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi ve olusan bu mor-menekse
renkli kompleksin 700 nm'de verdigi absorbansin 6lgiilmesi esasina dayanir (Slinkard ve
Singleton, 1977). Sonuglarin anlamlandirilmasi igin fenolik bilesik olan katesin ve gallik
asit standart olarak kullanilir. Bu yontem temelinde numunenin indirgeme kapasitesini

6l¢iilmesi vardir. Yani, bir antioksidan tayin yontemidir.
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1.8.2. Diger Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

1.8.2.1. Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontem

Bu yoéntem, ABTS"’nin kullanilarak g¢esitli maddelerin antioksidan kapasitelerinin
trolox esdeger kapasite cinsinden belirlenmesi esasina dayanir (Apak vd., 2004).
Yontemde, ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) molekiiliiniin H,0,
ve metmyoglobinle mavi-yesil renkli ABTS*" radikaline doniismesi ve bu doniisiimiin 734
nm’de fotometrik olarak gozlenmesi esastir. Antioksidan bilesik olmasi durumunda bu

doniisiim olmamaktadir. Bu yontem Ozcan Erel (2004) tarafindan gelistirilmistir.

T SOgH
oI

HO3 1

Sekil 16. 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™)
radikalinin formiilii

1.8.2.2. Tiyosiyanat Yontemi

Bu yontem linolenik asit, Tween-20 ve fosfat tamponundan olusan emiilsiyon
ortaminda ki doymamis bir yag asidi olan linolenik asidin 40 °C'de 140 saat oksijen ile
inkiibasyonunda olusan lipid peroksidin miktarinin o6l¢iimii esasina dayanmaktadir.
Absorbansin diisiik ¢ikmasi yiiksek antioksidan aktiviteyi, absorbansin yiiksek ¢ikmasi ise
diisiik antioksidan aktiviteyi gosterir. Ortamda bir antioksidan madde olmasi halinde lipid

peroksit {lirlinli olusamaz ve konsantrasyonu, dolayisiyla absorbansi diisiik ¢ikar.

1.8.2.3. Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yontemi

Erel (2004) tarafindan gerceklestirilen bu yontem, modifiye edilerek yapilmaktadir.
Fe*?-0-dianisidin kompleksinin standardize ¢ozeltisi, standardize H,0; ¢ozeltisi ile Fenton

tipi bir reaksiyon vererek OH® radikalini olusturur. Olusan bu kuvvetli ROS (reactive
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oxygen species = reaktif oksijen tiirleri) ler, kendi aralarinda reaksiyona girerek biiyiik
kompleksler olusturur ve zincirleme oksidasyon reaksiyonlar1 gergekleserek renk giderek
koyulasir. Fakat ortamda antioksidan 0Ozellik gosteren bir madde bu oksidasyon
reaksiyonlarmi durdurmaya calisir ve dolayisiyla rengin de koyulagsmasini engeller. Bu

reaksiyon spektrofotometri ile 444 nm’de gozlenir.

1.8.2.4. Floresans Sonme Zamani Yontemi

Chang vd. (2001) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilmistir. Silika jelden
hazirlanmis ve floresans Ozellige sahip aluminyum-silikajel tabakalar iizerine numune
emdirilerek kurutulur. Sonra plaka linolenik asit emiilsiyonuna daldirilirak tamamen
kurutulur ve UV-lamba (254 nm) altinda bekletilir. Bu sirada oksijenin de etkisi ile
linolenik asit emiilsiyonunda once kararmalar ve sonra parlak lekeler olusur. Olusan bu
parlak lekelerin kaybolma zamani antioksidan maddenin konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

1.8.2.5. MDA Olusumunun inhibisyonu Yéntemi

Yéntem, karaciger doku homojenati, Fe*? ve C vitamini muamele edilerek
olusturulan Fenton reaksiyon karisiminda ortaya ¢ikan ve bir lipid peroksit iiriinii olan
MDA'in sicak ve asidik ortamda tiyobarbiturik asit ile renkli kompleks olusturmasi
esasia dayanir. Olusan bu renkli kompleks 532 nm'de maksimum absorbans olusturur.
Tayinde antioksidan aktivite kore gore MDA olusumunu %50 inhibe eden madde

miktarlart (ICsp) cinsinden verilir.

1.8.2.6. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Bu yontem B-fikoeritrin (B-phycoerythrin [B-PE]) adli bir prob maddesinin
floresansinin, peroksil ve hidroksil radikalleri varliginda soniime ugramasi ve ortamdaki
antioksidanlarin bu olay1 geciktirmesi esasina dayanir. Peroksil radikalinin ugrattigi hasar

arttikca B-PE’ den kaynaklanan floresansta azalis gergeklesir. Numunede bulunan
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antioksidan madde floresanstaki bu diisiisii yavaglatmakta ya da durdurmaktadir (Apak vd.,
2004).

1.8.2.7. Bakar (I) indirgeme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi

Cu(I1)-neokuproin reaktifinin numunede bulunan antioksidanlari yiikseltgemesi ve
reaksiyon tiriinii Cu(I)-neokuprin kelatinin 450 nm’deki absorbansinin 6lgiilmesi esasina
dayanir. Yontem, tiyol (-SH) tipi antioksidanlarla ¢abuk ve net sonuglara ulagir. CUPRAC,
fizyolojik pH’lara yakin olan pH=7 ortaminda yiiriitiiliir; dolayisiyla fizyolojik kosullart
yansitma sanst daha fazladir. Uygun ¢6ziicli se¢imiyle hem hidrofilik, hem de lipofilik
antioksidanlarin analizinde kullanilabir (Apak vd., 2005).

1.9. Antimikrobiyal Maddeler ve Genel Ozellikleri

20. ylizyilin baglarina kadar insan organizmasina zarar vermeden mikroorganizmalari
etkilemenin imkansiz oldugu diisiiniiliiyordu. M.O 2500 yillarinda bilincinde olmadan
antimikrobik tedavi yontemleri kullanilmig ve bu devirde enfeksiyon hastaliklart
tedavisinde kullanilan bitki kokleri, sarap ve kiif gibi maddeler olumlu sonuglar vermistir.

1600’li yillarda Giiney Amerika’da, insanlar cinchora bitkisinin kabugunu yiyerek
sitmadan korunmuslar, ipeka bitkisinin kok ekstresini kullanarak amipli dizanteri
hastaligim1 tedavi etmislerdir. Cinchora bitkisinin kabugunda kinin, ipeka bitkisinin
koklerinde ise emetin bulundugu belirlenmistir. 20. yiizyildan itibaren patojen
mikroorganizmalar hakkinda bilgiler arttikca enfeksiyon hastaliklari ile savas da bilingli
olarak stirdiirtilmiistiir.

1854-1915 yillar1 arasinda Paul Ehrlich, bir arsenik bilesigi olan arsfenamin ile
sifilizi, tripan kirmizis1 boyasi ile Afrika uyku hastaligini tedavi etmeyi basarmistir. 1927
yillarinda Almanya’da kimya endiistrisi alaninda ¢alisan Gerhard Domagk ve ekibi, cesitli
boyalarin patojen bakterilere etkinligini ve hayvanlardaki toksik etkisini arastirmalari
sirasinda, deri boyamada kullanilan prontosil kirmizisi adli boyanin hayvanlara toksik
olmadigini, stafilokok ve streptokoklara etkili oldugunu saptamislardir ve bu bulgunun
1935 yilinda yayinlanmasindan bir yil sonra prontosil kirmizisinin viicutta siilfanilamide

dontistiigii ve antibakteriyel aktiviteyi bu maddenin sagladigi anlagilmistir.
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1929 yilinda S. Alexander Fleming tarafindan bulunan ve bu yillarda toksik etkileri
nedeniyle kullanim alanina giremeyen penisilin 1940 yilinda kullanilir hale Ernest Chain
ve Howard Florey tarafindan getirilmistir. Penisilin 2. Diinya Savasi’nda yara enfeksiyonlu
bir¢cok askerin hayatin1 kurtarmistir. Son yillarda antibakteriyel etki alan1 daha genislemis
ve toksik etkisi az olan, mikroorganizmalar1 oldiirici ya da mikroorganizmalarin
tiremesini durdurucu etki gosteren birgok antibiyotik ve antibiyotiklerle benzer 6zelliklere
sahip olup tiimiiyle sentetik olan (kimyasal yolla sentez edilen) kemoterapotik maddeler
tretilmistir.

Antimikrobiyal bir maddede olmasi gerecken en 6nemli 6zellik segici toksisitedir.
Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal madde diisiik konsantrasyonlar da bile etkili olup
cok az toksik olmalidir. Boyle bir etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in antimikrobiyal maddenin
hedef olarak memeli hiicrelerinden ¢ok mikroorganizmalar segilmelidir. Bakteriler
prokaryot, memeli hiicreler 6karyottur. Prokaryot hiicrede var olan, ancak dkaryot hiicrede
bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin; sefalosporinler,
stilfonamidler) yiiksek derecede secici toksisiteye sahiptir. Viriisler konak hiicreye integre
olduklarindan, konaga zarar vermeden viriisii etkilemek olanaksizdir. Viriislere etkili
ilaglarin se¢ici toksitesinden hi¢ s6z edilemez. Mantarlarda Skaryot hiicre yapisinda ve
memeli hiicrelerine benzerler. Bu nedenle antimikrobiyal maddeler i¢in segici toksiteden
s0z edilemez.

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az yada
cok olusuna bagli olarak, dar yada genis spektrumlu seklinde tanimlanir. En dar
spekturumlu maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma iizerine etkili ve tedavide
ideal antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal
maddeler konagin dogal bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan
normal mikroorganizma florasini bozar. Fakat birgok patojenin birlikte etken oldugu
enfeksiyonlarda yada mikrobiyoloji laboratuart sonuglarinin beklenemeyecegi acil
durumlarda genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar)
kullanilir. Bazi1 bakteri ve mantar tiirleri tarafindan olusturulan, mikrobisid veya
mikrobiyostatik etki goOsteren maddelere antibiyotik denir. Mikrobisid maddeler
mikroorganizmalar1  6ldiiriicli, mikrobiyostatik maddeler ise mikroorganizmalarin
tiremesini durdurucu etki gosterirler.

Antibakteriyel maddeler bakteriler iizerine bes farkli yoldan etki eder:

1-) Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu
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-Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler, glikopeptid antibiyotikler
2-) Sitoplazma zarmin fonksiyon ve yapisinin bozulmasi
-Polimksinler
3-) Protein sentezinin inhibisyonu
-Amino glikozidler, tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolid antibiyotikler
4-) Niikleik asit sentez ve fonksiyonlarin bozulmasi
-Kinonlar, rifamisin, nitrofurantoin
5-) Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasi

-Silfonamidler

1.9.1. Antimikrobiyal Tayin Yontemleri

Gliniimiizde enfeksiyon hastaliklari, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en
uygun antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Bunun i¢in de, o hastalikta etken
mikroorganizmanin antibiyotiklere karsi gosterdigi duyarlilik deneyi sonuclarindan
faydalanilir. Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliligi, temelde iki farkli tayin yontemi
ile belirlenebilir:

1. Diliisyon Y 6ntemi

2. Diflizyon Yontemi

Diliisyon yontemi; antibiyotiklerin sivi veya kat1 besiyerlerinde (agarlarda) bir seri
halinde seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarliligi belirlenecek bakterinin
belirli sayida hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesidir. Deney serileri
uygun sicaklikta (35-37 °C’de) ve bakterinin liremesi i¢in uygun siire (16-20 saat)
bekletildikten sonra sonuclar ile bakterinin liremesini durduran en az antibiyotik miktar
(minimum inhibisyon konsantrasyonu, MIC) belirlenir.

Diflizyon yonteminin esas1 belirli konsantrasyondaki antibiyotiklerin kati besiyerine
difiize olmasi yani yayilmasidir. Antibiyotikler genellikle kagit disklere belli
konsantrasyonlarda emdirilir ve bunlar antibiyotik kaynagi olarak kullanilir. Bu yontem
disk-difiizyon yontemi olarak adlandirilir. Diliisyon yonteminden farki antimikrobiyal
maddelerin bir tek konsantrasyonunun etkinligi denenir.

Disk-diflizyon yontemine benzeyen, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
belirlenmesini saglayan E-testi (Dereceli antibiyotik seridi yontemi) kantitatif yontem

olarak kullanilir.
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1.10. Karbonik Anhidraz (CA) Enzimi

Karbonik anhidraz enzimi (CA, EC 4.2.1.1) mikroorganizmalardan, yiiksek yapili
canlilara kadar organizmalarda bulunan bir enzimdir. Organizmada; CO, taginmasi, iire
dongiisti, asit-baz dengesinin diizenlenmesi, elekrolit seksesyonu, sindirim, hiicrelerdeki
iyon degisimi gibi olaylarda rol alir. CA insan kaninda CO>’in iki yonlii ve iki basamakli
reaksiyon sonucunda HCOs ve H' olusturmak iizere katalizini gerceklestirir. Fizlolojik
anyon degisimi siirecinde 6nemli bir rol oynar.

Karbonik anhidraz (II) safra kanallari, pankreatik kanallar, renal tiibiiler ve tiikriik
bezi kanallarinin epitelyum hiicrelerinde bol miktarlarda sentezlenir. Canlilarda a,  ve y
olmak iizere 3 farkli karbonik anhidraz karakterize edilmistir. Memelilerde o bulunur.
Doku dagilimlari, hiicre i¢i yerlesimleri ve kinetik 6zellikleri farkli olan 14 karbonik
anhidraz izoenzimi mevcuttur. Cesitli hastaliklarla dogrudan iliskilidir. Karbonik anhidraz

izoenzimleri Tablo 2.’de verilmistir.

Tablo 2. Karbonik anhidraz izoenzimleri

Izoenzim Hidrataz Aktivitesi | Hiicre I¢i Yerlesim
CA-I Diisiik Sitozol

CA-lI Yiiksek Sitozol

CA-111 Cok Diisiik Sitozol

CA-IV Yiksek Plazma membrani
CA-V Orta-Yiiksek Mitokondri
CA-VI Orta Tiikrik

CA-VII Yiiksek Sitozol
CARP-VIII Yok Sitozol

CA-IX Yiksek Plazma membrani
CARP-X Yok Sitozol

CA-XI Yok Sitozol

CA-XII Diisiik Plazma membrani
CA-XIII Diisiik Sitozol

CA-XIV Yiiksek Plazma membrani

Karbonik anhidraz enziminin literatiirde hidrataz ve esteraz olmak tizere iki aktivitesi
bulunmaktadir. CA enzim aktiviteleri belirlenmesi amaciyla hidrataz ve esteraz aktivitesi
Olgtimleri yapilir. Hidrataz aktivitesi tayini yontemi, ortamda substrat olarak bulunan
COy’in hidrasyonu sonucu agiga c¢ikan H™ iyonunun ortamm pH’ sm 10°dan 7,4’e

diisiirmesi i¢in gegen siirenin dlgiilmesi esasina dayanir.
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H:O + CO: H‘Coj

HCO, + g

Esteraz aktivitesi tayini yontemi; karbonik anhidraz, substrati olan p-nitrofenil asetati
hidroliz ederek olusan p-nitrofenol ve p-nitrofenolat iyonunun 348 nm’de verdigi

absorbansin dl¢iilmesi ve buradan aktivitenin hesaplanmasi esasina dayanir.

0

I CA
1121\1—<:>~nc(}1_1 + O — ()3N~©—()H + CHyCOOH

1.10.1. Karbonik Anhidraz (CA) Enzimi Inhibitérleri ve Uygulama Alanlar

Karbonik anhidraz inhibitorleri aromatik ve heterosiklik siilfonamidler,
asetazolamidler, metazolamidler, dorzolamidler ve metal kompleks anyonlaridir.

Asetazolamidler c¢ogunlukla glokom hastaliginda, epilepsi, idiopatik intrakranial
hipertansiyon, rakima bagli rahatsizliklarda kullanilmaktadir.

Karbonik anhidraz enzimi inhibitérleri tipta antiglakom, antitiroid, ve antikanser
ozellikleriyle kullanilmaktadir. Gilinimiizde glokom hastahiginda gbéz tansiyonunun
diistiriilmesi amaciyla karbonik anhidraz inhibitérleri kullanilmaktadir. Bu bilesikler
dorzolamid ve brinzolamiddir. Karbonik anhidraz inhibitdrleri ayrica epilepsi ve diger bazi
norolojik hastaliklar, gastrit, yiiksek seviyede idrar soktiiriicii 6zelligiyle, osteoporozda ve

timor tedavisinde kullanilmaktadir.
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Karbonik anhidraz inhibitérleri ayni zamanda PET ve MRI goriintiileme
sistemlerinin gelismesinde gelecek vadeden ve calisma konusu olan bilesiklerdir.
Stlfonamidler bircok bakterinin gelismesini durdurmaktadir ve sitma mikrobunun
karbonik  anhidraz  aktivitelerini inhibe ederek  Oldiiriilmesinde  kullanilmasi

amaclanmaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismalarda kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Bolumi laboratuarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar: firmalari

gosteren bilgiler Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 3. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi

Ottt (Blender) narford, comn USA,
UV spertrofotometre Unicam, UV-Vis

Rotary vakum evaporator Bibby RE100

Su banyosu Bibby RE 100

Etiiv Binder, Germany

Magnetik karistiricili 1sitict

Heidolph MR 3001 K

Terazi

Mettler Toledo — MS204S

Kurutma makinesi

Fantom

Vakum pompasi

BUCHI Vacuum Pump V-700

Derin dondurucu

Vestel

Vorteks (karistirict)

IKA-Vortex (Genius 3)

Santrifiij Universal 320 R Hettich/Zentrifugen
Sogutucu Polyscience (temperature controller)
pH metre Hanna pH211
HPLC Cihaz1 Agilent 1100
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2.2. Kullanilan Kimyasallar
Calismalarda kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo

3.’de verilmistir. Calismalarda kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanislari Tablo 4.’de

verilmisgtir.

Tablo 4. Calismalarda kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Madde Adi Firmasi
Asetik asit Carlo Erba
Metanol Merck, Sigma- Aldrich
Etil Asetat Sigma- Aldrich
Etanol Sigma- Aldrich
DPPH Calbiochem
HCI Merck

FesCls Sigma- Aldrich
Fe;Cl3.6H,0 Sigma- Aldrich
Folin-Ciocalteu Reaktifi Fluka

Gallik asit Sigma- Aldrich
Katesin Sigma- Aldrich
BHT Merck

Na,COs Merck

NaOH Merck

TPTZ Fluka

Trolox® Sigma- Aldrich
Asetazolamid Sigma- Aldrich
Siilfanilamid Sigma- Aldrich
p-nitrofenil asetat Sigma- Aldrich
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Tablo 5. Calismalarda kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanislar

Cozelti

Hazirlanisi

0.2 N Folin-Ciocalteu
Reaktifi

2N’lik hazir satin alinan ¢6zeltiden saf su ile 1:10 oraninda
seyreltilerek hazirlanir.

%7,5’lik Na,CO; ¢ozeltisi

7,5g Na,CO; 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

Stok Katesin ¢ozeltsi

10 mg katesin 10 mL saf suda ¢6zilir (Img/ml).

Stok Gallik asit ¢ozeltsi

10 mg gallik asit 10 mL metanolde ¢ozullr (1mg/ml).

100 uM DPPH ¢ozeltisi

0,0029 mg DPPH 100 mL metanolde ¢ozilir.

Stok Troloks® ¢ozeltsi

10 mg trolox 10 mL etanolde ¢6zulir (1 mg/mL).

Stok Askorbik asit (C
vitamini)

10mg askorbik asit 10 mL saf suda ¢ozulir (1mg/mL).

3mM p-nitrofenolasetat

108 mg PNFA tartilip, 4 mL asetonda ¢ozilir. Manyetik
karistiricida hizla karisan 196 mL saf su (izerine yavasca
damlatilr.

10 mM asetazolamid
¢Ozeltisi

0,0045 g tartilip 2 mL asetonitrilde ¢6ziliir. Daha sonra 40
LM’ a asetonitril ile seyreltilir. (10 mM ¢6zeltiden 100 uL
- 1000 pL; bu ¢ozeltiden 100 puL = 2500 pl)

0,1 M NaOH (A)

0,100 g NaOH 25 mL saf suda ¢ozulir (0,1 M).

10 mM TPTZ (B)

0,0468 g TPTZ, 40 mM 25 mL HCl'de ¢ozilir.

20 mM Fe3C|3.6H20 (C)

0,0811 g Fe;Cl;.6H,0 6 mL saf su ve 9 mL metanolde
¢Ozulir.

FRAP reaktifi

A, B ve C ¢ozeltileri sirasiyla; 10:1:1 oraninda karistirilir.
(FRAP reaktifi taze hazirlanmali ve kullanimdan 6nce 37
°C'ye isitilmahdir.)

2.3. Bitkilerin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Caligmalarda kullanilmak tizere Eyliil 2011°de Zonguldak ilinin Gokgebey ilgesinden
tek bir agactan ve Giimiishane ili daglik alanda 8 farkli agacgtan kusburnu bitkisinin meyve
dal ve yaprak kisimlar1 toplandi ve dnce musluk suyu ile sonra birkag¢ defa saf su ile iyice
yikandi. Ac¢ik hava da kurumaya birakildi. Meyve kisimlart biinyesinde bulunan
cekirdekler c¢ikarilarak meyvenin i¢ kisminda ve ¢ekirdekte bulunan tiiyler giderildi. Dal

kisimlar1 sonradan blender ile parcalama isleminin daha kolay yapilabilmesi i¢in agag
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makasi ile kesilebilecek en kiiclik parcalara ayrildi (yaklasik 0.5 cm boyunda). Bu
islemlerin ardindan her bir agactan elde edilen meyve, dal, yaprak ve ¢ekirdek kisimlart 40
°C’de etiivde kurumaya birakildi. Giinliik agirlikta meydana gelen degisimler (24 saat ara
ile) terazi ile Olgiildii. Kuru agirliga ulasan meyve dal ve yaprak kisimlar1 blender
vasitasiyla toz hale gelecek sekilde oOgiitiildii. Kusburnu g¢ekirdekleri ¢ok sert olmasi
nedeniyle once iki metal plaka arasinda ezildi ve sonrasinda blender ile d6giitiildi. Her

numuneye kod verildi ve ekstraksiyon islemi igin paketlenerek oda sartlarinda saklandi.

2.3.1. Kati-Siv1 Ekstraksiyonu

Kati-siv1 ekstraksiyon, baslica dogal ve biyolojik orneklerle ilgili uygulamalarda
kullanilir. Kati-sivi ekstraksiyonunda katinin icerdigi maddelerden biri veya bir boliimii
uygun bir ¢oziiciiyle ekstrakte edilir. Maddenin kati i¢inden diffiizlenmesi yavas bir islem
oldugu i¢in kati 6rnek ince toz haline doniistiiriildiikten sonra ekstrakte edilmelidir.
Boylece maddenin ¢oziicii ile daha fazla temasi saglanir. Kati-sivi ekstraksiyon isleminde
kati numune istenen ¢oziicli icerisinde ve istenen sicaklikta, karigtiricili geri sogutma
diizenegi kullanilarak yapilabilir. Ekstraksiyon islemi i¢in 5 g toz halindeki numune alind1
ve 50 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii ile 60 °C’de, 600 rpm karisma hizinda ve geri sogutucu
altinda 2 saat siire ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyon islemleri i¢in 3 farkli ¢oziicii
kullanilmistir; su, metanol ve etil asetat. Bu sekilde 9 farkli agac, 4 farkli kisim ve 3 farkhi
¢oziicii ile toplam 108 tane ekstraksiyon islemi yapildi.

Ekstraksiyon sonrasi dnce adi siizge¢ kagidi yardimi ile kat1 kisimlar uzaklagtirildi.
Sonrasinda 6nce mavi bant siizge¢ kagidi ve ardindan 0.45 pm’lik filtreden gegirilerek
biitiin ¢ozeltilerin berraklastirilmasi saglandi. Yaprak kisimlarinin su ile ekstraksiyonu
sonrasinda filtreden gecirme islemleri dncesinde santrifiij uygulandi ve daha sonra filtreden
gecirilerek berrak ¢ozeltiler elde edildi. Berrak ¢ozeltiler daha sonra ¢oziiciileri ugurularak
numune konsantrasyonunun belirlenmesi islemi yapilana kadar siselere konularak derin

dondurucuda saklanda.
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2.3.2. Coziiciilerinin Ucgurulmasi ve Konsantrasyonu Belli Stok Cozeltilerin
Hazirlanmasi

Analizlerde kullanilacak olan numunelerin konsantrasyonunun bilinmesi sonuglarin
degerlendirilmesi agisindan onemlidir. Bu amacla ekstraksiyon islemi ile ¢oziicli kismina
ne kadar maddenin alindiginin tespit edilmesi i¢in rotary (donerli) evaporator diizenegi
kullanilmistir. Belli bir miktar ¢ozelti daha dnceden darasi alinmig balona alinarak balon su
banyosu igerisinde olacak sekilde- donerli evaporator diizenegine takildi ve sistem vakum
pompasina bagli sekilde ¢oziicliler kuruluga kadar uguruldu. Su banyosunun sicakligi
ekstraksiyon islemindeki sicaklikla ayni olacak sekilde 60 °C’ye ayarlanmistir.

Coziciisii ugurulduktan sonra balon tartildi ve balonun darasi bu agirliktan diisiilerek
Ekstraksiyon sonucu elde edilen kuru madde miktart belirlendi. Daha sonra bu agirliga
gore konsantrasyonu belli stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden de testlerde
kullanilmak iizere 1 mg/mL konsantrasyona seyreltilerek (10’ar mL’lik) numuneler

ependorflara konuldu ve derin dondurucuda saklandi.

Tablo 6. Numune kodlar1 ve agiklamalari

Kodu Yer Aciklama

1MS Gilimiigshane |1 Nolu agacin meyve kismiin | sulu ekstrakti

1IMM " " metanollii ekstrakti
1ME " " etil asetatli ekstrakti
1DS " 1 Nolu agacin dal kisminin sulu ekstrakti

1DM " " metanollii ekstrakti
1DE " " etil asetatli ekstrakti
1YS " 1 Nolu agacin yaprak kisminin | sulu ekstrakti

1YM " " metanollii ekstrakti
1YE " " etil asetatli ekstrakt
1CS " 1 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

1CM " " metanollii ekstrakti
ICE " " etil asetatl1 ekstrakti
2MS " 2 Nolu agacin meyve kisminin | sulu ekstrakti

2MM " " metanollii ekstrakti
2ME " " etil asetatli ekstrakti
2DS " 2 Nolu agacin dal kisminin sulu ekstrakti

2DM " " metanollii ekstrakti
2DE " " etil asetatli ekstrakti
2YS " 2 Nolu agacin yaprak kisminin | sulu ekstrakti

2YM " " metanollii ekstrakti
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Tablo 6’nin devami

2YE " " etil asetatl ekstrakti
2CS " 2 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

2CM " " metanollii ekstrakti
2CE " " etil asetatli ekstrakti
3MS " 3 Nolu agacin meyve kisminin | sulu ekstrakti

3MM " " metanollii ekstrakti
3ME " " etil asetatli ekstrakti
3DS " 3 Nolu agacin dal kisminin sulu ekstrakti

3DM " " metanollii ekstrakti
3DE " " etil asetatl ekstrakti
3YS " 3 Nolu agacin yaprak kisminin | sulu ekstrakti

3YM " " metanollii ekstrakti
3YE " " etil asetatl ekstrakti
3CS " 3 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

3CM " " metanollii ekstrakti
3CE " " etil asetatl1 ekstrakti
AMS Glimiishane | 4 Nolu agacin meyve kisminin | sulu ekstrakti

AMM " " metanollii ekstrakti
AME " " etil asetatli ekstrakti
4DS " 4 Nolu agacin dal kismmin | sulu ekstrakti

ADM " " metanollii ekstrakti
ADE " " etil asetatl ekstrakti
4YS " 4 Nolu agacin yaprak kisminin | sulu ekstrakti

4YM " " metanollii ekstrakti
AYE " " etil asetatl ekstrakti
4CS " 4 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

4CM " " metanollii ekstrakti
4CE " " etil asetatl1 ekstrakti
5MS Glimiighane | 5 Nolu agacin meyve kisminin | sulu ekstrakti

5MM " " metanollii ekstrakti
SME " " etil asetatlr ekstrakti
5DS " 5 Nolu agacin dal kismmin | sulu ekstrakti

SDM " " metanollii ekstrakti
5DE " " etil asetatl1 ekstrakti
5YS " 5 Nolu agacin yaprak kismimin |sulu ekstrakti

SYM " " metanollii ekstrakti
5YE " " etil asetatl1 ekstrakti
5CS " 5 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

5CM " " metanollii ekstrakti
5CE " " etil asetatli ekstrakti
6MS Glimiigshane | 6 Nolu agacin meyve kisminin | sulu ekstrakti

6MM " " metanollii ekstrakti
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Tablo 6.’nin devami,

6ME " " etil asetatl ekstrakti
6DS " 1 Nolu agacin dal kisminin | sulu ekstrakti

6DM " " metanollii ekstrakti
6DE " " etil asetatl1 ekstrakti
6YS " 6 Nolu agacin yaprak kisminin | sulu ekstrakt

6YM " " metanollii ekstrakti
6YE " " etil asetatl1 ekstrakti
6CS " 6 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

6CM " " metanollii ekstrakti
6CE " " ctil asetatl1 ekstrakt
7MS Giimiighane | 7 Nolu agacin meyve kisminin | sulu ekstrakti

MM " " metanollii ekstrakti
TME " " etil asetatl ekstrakti
7DS " 7 Nolu agacin dal kisminin | sulu ekstrakti

YM " " metanollii ekstrakti
7DE " " etil asetatli ekstrakti
7YS " 7 Nolu agacin yaprak kisminin |sulu ekstrakti

YM " " metanollii ekstrakti
7TYE " " etil asetatli ekstrakti
7CS " 7 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

7CM " " metanollii ekstrakti
7CE " " ctil asetatl1 ekstrakti
8MS Giimiighane | 8 Nolu agacin meyve kisminin | sulu ekstrakti

8MM " " metanollii ekstrakti
8ME " " etil asetatl ekstrakti
8DS " 8 Nolu agacin dal kisminin | sulu ekstrakti

8DM " " metanollii ekstrakti
8DE " " etil asetath ekstrakti
8YS " 8 Nolu agacin yaprak kisminin | sulu ekstrakti

8YM " " metanollii ekstrakti
8YE " " etil asetatlr ekstrakti
8CS " 8 Nolu agacin ¢ekirdek kisminin | sulu ekstrakti

8CM " " metanollii ekstrakti
8CE " " etil asetatl1 ekstrakti
ZMS Zonguldak Meyve kisminin sulu ekstrakti

ZMM " " metanollii ekstrakti
ZME " " etil asetatl1 ekstrakti
ZDS " Dal kisminin sulu ekstrakti

ZDM " " metanollii ekstrakti
ZDE " " etil asetatlr ekstrakti
ZYS " Yaprak kisminin sulu ekstrakti

ZYM " " metanollii ekstrakti
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Tablo 6.’nin devami,

ZYE " " etil asetatl ekstrakti
ZCS " Cekirdek kisminin sulu ekstrakti

7ZCM " " metanollii ekstrakti
ZCE " " etil asetatl1 ekstrakt

2.4. Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi
2.4.1. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Degerleri

Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen yonteme gore indirgeme kuvveti, numunelerin
dolayh olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe™* — Fe*? indirgenmesi
ile meydana gelen Fe*?, 595 nm'de absorbans veren Fe (11)-TPTZ mavi renkli kompleksini
olusturur. Bu yontem (metanollii, sulu ve etil asetatli) tim numunelere uygulandi. Verilerin
degerlendirilmesinde kullanilan trolox” un 5 farkli konsantrasyonda (1000 puM, 500 uM,
250 uM, 125 uM ve 62,5 uM) ¢ozeltileri hazirlandi.

Her bir numune ve standart konsantrasyonu igin {i¢ tane paralel, bir tane numune
korii ve bir tane reaktif korii olmak iizere toplam 5 tiip kullanildi. Uglii paralellere ve
numune korii tiipiine 50’ser pL numune ve standart ¢ozeltisi pipetlendi. Reaktif korti
sirasina 50 pL numune yerine ¢oziiclisii (metanol, su, etil asetat) ayni sekilde standart
icinde ¢oziiciisii (etanol) konuldu. Bu sekilde tiipliikler hazirlandiktan sonra FRAP reaktifi
taze olarak hazirlandi. Spektrofotometre calistirildi ve dalga boyu 595 nm’ ye ayarlandi.
Kronometre ayarlanarak 20 sn arayla ii¢lii numune paraleli ve reaktif korii sirasina 1.5 mL
FRAP reaktifi pipetlendi. Numune korii tiiplerine FRAP reaktifi yerine 1.5 mL ¢oziiciisii
(2:3 metanol-saf su). Her pipetleme sonrasinda tiipler vortekslendi ve 20 dakika bekletildi.
Bekleme siiresinden sonra ilk pipetlenen tiipten baslanarak 20. dakikasi1 dolan tiip alinip,
plastik kiivete aktarildi ve absorbans 595 nm’de okundu.

Sonuglar, indirgeme potansiyeli yiiksek ve ayni zamanda standart bir antioksidan
madde olan trolox ile karsilastirilarak yorumlandi. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi
cizildi. Bu yontemde, artan absorbans degeri artan indirgeme kuvvetini gosterir.

FRAP degeri= (Numune absorbansinin karsilik geldigi [Troloks]) uM
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FRAP reaktifinin hazirlanisi:A: 150 mL 300 mM asetat tamponu (pH=3.6); 45 mmol
asetik asit (derisik) alinir, hacim saf su ile 40 mL’ ye tamamlanir ve tizerine 90 mL
metanol ilave edilir. 0.5 M NaOH ile pH=3.6" ya ayarlanir ve son hacim 150 mL’ ye saf su
ile tamamlanir. B: 15 mL 10 mM [2,4,6-Tris(2-pridyl)-s-triazine (TPTZ, MA: 312.33
g/mol) nin 100 mM HCI’ deki ¢ozeltisi; 0.0468 g TPTZ tartilir, 6 mL 100 mM HCI ve 9
mL metanol ile ¢oziiliir. C: 15 mL 20 mM FeCl3.6H,0; 0.0811 g FeCl3.6H,O 6 mL saf
suda ¢oOziliir ve iizerine 9 mL metanol ilave edilir. A, B ve C ¢ozeltileri taze hazirlandiktan
sonra, A ¢oOzeltisi karisir haldeyken {izerine once B ¢dzeltisi sonra da yavas yavas C

¢oOzeltisi ilave edilir.

2.4.2. DPPH* Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH" radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir
radikaldir. Testlerde alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢ozeltisi hazirlandi ve
metanollii, etil asetatli ve sulu ekstraktlarda kullanildi. Denemelerde Cuendet vd. (1997)
yontemi kullanildi. Numune ve standartlar (BHT, Troloks) igin testlerden once, hangi
konsantrasyonda c¢alisilacaginin belirlenmesi i¢in 100 uM’lik DPPH" ¢ozeltisi ile 6n
denemeler yapildi. On denemelerden sonra belirlenen konsantrasyon testlerde kullanilacak
olan en konsantre numune ve standart konsantrasyonudur. Bu degerden baslanarak numune
ve standart ¢ozeltilerinin 5 farkli konsantrasyonu hazirlandi ve tiiplere pipetlendi (750 pL).
Esit hacimde (750 puL) DPPH’ ¢ozeltisi, numune ¢ozeltileri tizerine eklenerek vortekslendi
ve oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart
konsantrasyonu ig¢in iki paralel calisildi. Ayrica numune ve standartin her bir
konsantrasyonu igin birer kor (numune/standart+DPPH ¢6ziiclisii [metanol]) ve her bir
¢oziiciisi (metanol/etil asetat/su) i¢in de (kontrol tiipleri [DPPH + numune/standart
¢Oziiciisii]) ti¢ paralel galisildi. Siire sonunda DPPH”in maksimum absorbans verdigi 517
nm’de absorbanslar okundu. Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi alinarak kor degerleri
bu ortalamadan ¢ikarildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige

gecirilerek SCsp degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi.
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Tablo 7. DPPH yonteminde pipetleme prosediirii

Kontrol Kor Standart Test

Numune (degisik konsantrasyonlarda) - 750 L - 750 uL.

Standart (degisik konsantrasyonlarda) - - 750 uL

Metanol

DPPH (100 pM)

750 uL 750 uL - -

750 pL - 750 L 750 pL

2.4.2.1. SCsy Degerlerinin Hesaplanmasi

SCsp ortamda bulunan radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur.
SCsp degerinin bulunmasi ic¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle
calismalarda 5 farkli konsantrasyonda dl¢tim yapildi. Numunelerin 5 farkli konsantrasyonu
hazirlanip absorbans o6lciimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige
gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen, yani absorbansi yariya diisiiren

konsantrasyon miktart SCsy degeri olarak belirlendi. SCsp degeri mg/mL veya mM gibi

birimlerle ifade edilmektedir.

0,600 ~

0,500 |

0,400 -

0,300 -

0,200 -

0,100 -

0,000

y =-47,24x + 0,4835
R?=0,9995

0,00000

0,00200 0,00400 0,00600 0,00800

Sekil 17. SCsp degerinin hesaplanmasi icin kalibrasyon grafigi
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2.4.3. Toplam Fenolik Madde I¢ceriginin Bulunmasi

Yontem, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—
menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olusturur (Slinkart ve
Singleton, 1977).

Metanollii ve sulu ekstraktlar i¢indeki toplam fenolik bilesik miktarlari, bu yontem
kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edildi. Oncelikle ekstraktlar ve standartlardan (gallik
asit ve katesin) 1 mg/mL konsantrasyonunda ¢o6zeltiler hazirlandi. Numunelerde tek
konsantrasyonla, standartlarda 5 farkli konsantrasyonla (1,000- 0,5 — 0,250 — 0,125 —
0,0625 mg/mL) ¢alisildi. 50 pL’lik her bir numune/ standart ¢6zeltisine sirasiyla; 2,5 mL
saf su konuldu. Sonra 20 sn arayla 250 pL saf su ile seyreltilmis Folin-Ciocaltaeu reaktifi
(0.2N) eklendi, vortekslendi, oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyona birakildi. Sonrasinda
750 uL (%7,5’1ik) Na,CO3 yine 20 sn. arayla pipetlenerek tekrar vortekslendi ve oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu i¢in
lic paralel calisildi. Ayrica numune ve standartin her bir konsantrasyonu i¢in birer kor
(numune/standart + Folin-Ciocaltaeu reaktifi ¢oziiciisii [saf su]) ¢alisildi. Siire sonunda 765
nm’de absorbanslar spektrofotometrede okundu. Hesaplamalarda {i¢ paralelin ortalamasi
alinarak kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarildi, elde edilen verilerle grafik ¢izildi. Toplam
fenolik madde miktar gram ya da mL numune bagma pg olarak ifade edilir (Ornegin : ug
Gallik asit esdegeri / gram kuru ekstrakt, ug GAE/g, veya pg katesin esdegeri / 100 g

orjinal kuru numune, pG CE/100 g kuru numune).

2.5. Online-HPLC-FRAP Yontemi ile Antioksidan Kompozisyonun Belirlenmesi

HPLC-UV-DAD analizleri Agilent 1100 seri bir diyot serili dedektor ile donanimli
(DAD 1200) cihaz ile yapildi. Enstriiman Agilent Chemstation programi ile kontrol edildi.
Tilim analizler i¢in bir C18 kolon (250 mm X 4.6 mm i.d., 5 um partikiil; waters spherisorp
ODS2 ) kullanildi. FRAP ¢ozeltisinin sisteme gonderilmesi i¢in Goldman Syringe Pump
Ar01 serisi siringa pompasi kullanildi. Hareketli faz icin 4 farkli ¢6ziicii kullanildi.

Hareketli faz i¢in kullanilan ¢oziiciiler;

A: Metanol (kromatografik analizler i¢in gradient),

B: %0.5 Asetik asit ¢ozeltisi (%99.5 saf su-asetonilril(1:1)),
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C: %2 Asetik asit ¢ozeltisi (%98 saf su),

D: Asetonilril (kromatografik analizler i¢in gradient).

Numunelerin enjeksiyon hacmi 20 pL olarak kullamldi. Akis hizi 0,700 mL.dk™
olarak ayarlandi. DAD dedektor 240, 254, 260, 274, 280 nm’lerde ve UV dedektor 595
nm’de kaydedildi. Eliisyonda takip edilen gradient Tablo ’da verilmistir.

FRAP reaktifinin hazirlanist (48 mL igin):

A: 40 mL 300 mM asetat tamponu (pH=3.6); 0,692 mL derisik asetik asit alinir,
hacim saf su ile 10 mL’ ye tamamlanir ve tizerine 24 mL metanol ilave edilir. 0.5 M NaOH
ile pH=3.6’ya ayarlanir ve son hacim 40 mL’ye saf su ile tamamlanir.

B: 4 mL 10 mM [2,4,6*Tris(2-pridyl)-s-triazine (TPTZ, MA: 312.33 g/mol) nin 100
mM HCI’ deki ¢ozeltisi; 0.0124 g TPTZ tartilir, 1,6 mL 100 mM HCI ve 2,4 mL metanol
ile ¢oziiliir.

C: 4 mL 20 mM FeCl3.6H,0; 0.0216 g FeCl3.6H,0 1,6 mL saf suda ¢oziiliir ve
tizerine 2,4 mL metanol ilave edilir.

A, B ve C ¢ozeltileri taze hazirlandiktan sonra, A ¢ozeltisi karigir haldeyken iizerine

once B ¢ozeltisi sonra da yavas yavas C ¢ozeltisi ilave edilir.

Tablo 8. HPLC gradient eliisyon programi

Zaman Akis Hizi | Max.
aky | B | co) | Do) |’ | Basme
0.00 10.0 90.0 0.0 0700 | 275
2800 | 50.0 50.0 0.0 0700 | 275
3200 | 90.0 10.0 0.0 0700 | 275
3500 | 20.0 0.0 80.0 0700 | 275
4200 | 200 0.0 80.0 0700 | 275
4400 | 100 90.0 0.0 0700 | 275
4500 | 100 90.0 0.0 0700 | 275

B: %0.5 Asetik Asit; Asetonitril / su (50/50)
C: %2 Asetik Asit (suda)
D: %100 Asetonitril
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HPLC cihaz1 agilip, Agilent Chemstation (on-line) programi calistirildi. FRAP
reaktifi analiz i¢in taze olarak hazirlandi ve siringaya alinarak pompaya takildi. Siringa
pompasimnin akis hizi1 0.300 mL/dk hiza ayarlandi. Cihaz numune enjeksiyonu igin hazir
hale geldiginde FRAP ¢d6zeltisinin bulundugu siringa pompasi calistirildi ve 595 nm (UV-
dedektdr)’de verdigi absorbans icin baseline dogrusal olana kadar beklendi. Baseline
istenen diizeye geldiginde 20 pL numune HPLC cihazina enjekte edildi ve yliriitme

programi ¢alistirildi. UV spektrumu 595 nm’de Slgiilerek kaydedildi.

2.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Numunelerin antibakteriyal ve antifungal kapasitelerini belirlemek amaciyla ‘Disk
Difiizyon’ yontemi kullanilmistir. Bu yontemle, metanollii, sulu ve etil asetath
ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Biitlin test mikroorgnazimalari ATC (American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland)’den temin edildi. Kusburnu bitkisinin dokuz farkli agagtan ve meyve, dal,
yaprak ve ¢ekirdek kisimlarindan elde edilen metanollii, sulu ve etil asetatli ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853, Escherichia coli
ATCC®25922, Salmonella typhimurium ATCC®14028, Staphylococcus aureus
ATCC®25923, , Listeria monocytogenes ATCC®7-77, Shigella sonnei ATCC®25931,
Aspergillus niger ATCC®9-42 ,and Candida albicans ATCC®10231’e kars1 analiz
edilmistir.

Bu testteki bakteri tiirleri Mueller Hilton Agar (Merck) ve Mueller Hilton Brot
(Merck)’da yetisti. C. albicans ise Sabouraud Dextrose Broth (Difco) ve Sabouraud
Dextrose Agar (Oxoid)’da yetisti. Mantar siispansiyonlari 10 hiicre/mL’ye ayarlanirken,
bakteriyel siispansiyonlar 10® hiicre/ mL’ye seyreltilmistir.

Antibakteriyal ve antifungal aktiviteler agar (besiyeri)’da difiizyon disk plakalari
yontemi kullanilarak olctildii. Bakteriler i¢in Mueller Hinton Agar medium (Merck) ve
mantarlar i¢cin Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid)’ den 20’ser mL 15 cm capli petri
kaplarina dokiildii. Mueller Hinton Broth medium (Merck)’de yetistirilen bakteri suslar
37°C'de 24 saat inkiibasyona alinmig ve sonra inhibisyon zonlar1 milimetrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Sabouraud Dextrose Broth (Difco)’de yetistirilen C. albicans ise 27°C'de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Biiyiime 600 nm’ de ayarlanmistir. Her bir mililitresinde

yaklagtk 10° bakteri veya mantar bulunan siispansiyonlar (100 pL) petri kaplarina
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yerlestirilerek agar {lizerine yaydirildi. Sonra 6 mm ¢apinda steril kagit disklere (Blank
Discs oxoi 486715) her bir ekstraktan 15'er pL (2 mg/mL) emdirilerek kurutuldu ve
sonrasinda bu kagit diskler bakteri kiiltiirlerinin yaydirildig1 agar iizerine belli araliklarla
yerlestirilmislerdir. Pozitif kontrol igin yerel eczacilikta kullanilan standart bakteriyel
olarak Ampicillin ve Cephazolin, standart antifungal olarak Nystatin; negatif kontrol i¢in
ise etil asetat, su (destile) ve metanol kullanildi. inhibisyon bélgeleri 27 °C’de 48 saat
inkiibasyondan sonra belirlendi. Tim testler ii¢ kez tekrarlandi. Test sonuglari
inkiibasyondan sonra biiyiimenin goriilmedigi inhibisyon alaninin ¢api cinsinden ifade

edilmistir (Tablo 11).

2.7. Karbonik Anhidraz (CA) Enzimi Inhibisyonunun incelenmesi

Sulu ekstraktlarin karbonik anhidraz enzimi inhibisyon etkisinin belirlenmesinde
sigir eritrosit karbonik anhidraz enzimi, ve sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla standart
inhibitoér olan siilfanilamid ve asetazolamid kullanildi. Testlerde esteraz aktivitesi tayin
yontemi uygulandi. Bu yontemde 300 pL. numune ¢ozeltisi lizerine 200 puL enzim ¢ozeltisi
ilave edilip vortekslendi ve 10 dakika oda sartlarinda inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu
karisim tizerine 1000 pL tampon ilave edilerek vortekslendikten sonra 1500 pL 3 mM
substrat (p-nitrofenil asetat) ¢ozeltisi eklenip vortekslendi. Cozelti karisiminin 348 nm’de
absorbansi 25 dakika boyunca kaydedildi ve sonuglar numune icermeyen kontrol ve enzim
icermeyen kor testlerle karsilastirmali olarak degerlendirildi. Numune absorbanslarindan
korlerin absorbanst ¢ikarilarak elde edilen sonuglar kontrol testine gore %inhibisyon olarak

belirlenmistir. %Inhibisyon hesabinin formiilii asagidaki gibidir:

. Alctivite — Altivite
¥pInhibisyon = K':'ntr.':'l. Numune 100
Akmvne}{nntrnl




3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Antioksidan Aktiviteler
3.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktarlar

Meyve, dal, yaprak ve ¢ekirdek kisimlariin sulu ve metanollii ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktar1 yonteminde igerdikleri toplam polifenol miktarlar1 gallik asit
ve/veya katesin esdegeri olarak verildi (Sekil 18-38.). 765 nm’de, mL numune basina
esdeger miktarda pg gallik asitin konsantrasyonuna karsilik gelen numunelerin fenolik

madde icerikleri grafige gecirilerek belirlenmistir.
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Sekil 18. Toplam fenolik madde miktar: testinde gallik asitin (7 farkli
konsantrasyonda) kalibrasyon grafigi
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Sekil 19. Metanollii ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlart (ug GAE/ mL
numune ¢ozeltisi; GAE: gallik asit esdegerti).
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Sekil 20. Metanollii ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar1 (ug KE/ mL numune
cozeltisi; KE: katesin esdegeri).

Kusburnu bitkisinin kisimlarinin metanol ile yapilan ekstraksiyonu sonrasinda elde
edilen oziitlerle yapilan toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesi calismalarinin
sonuclar1 gallik asit esdegeri ve katesin esdegeri cinsinden yukarida verilmistir. Elde edilen
bu verilere dayanarak kusburnu bitkisinin meyve, dal, yaprak ve cekirdek kisimlarinin
metanollii ekstraktlarini karsilastirdigimizda en yiiksek fenolik kompozisyon dal ve yaprak
kisimlarinda belirlenmistir. Sonrasinda ise ¢ekirdek kisimlar1 ve en diisiik fenolik
kompozisyon meyve kisminin metanollii ekstraktlarinda goriilmiistiir. Bu degerler fenolik
madde miktarin1 gallik asit ve katesin esdegeri olarak verirken, her iki esdeger icin

verilerin karsilikli olarak tutarli oldugu tespit edildi (Sekil 21, 22).
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Sekil 21. Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (ug GAE/ mL numune ¢ozeltisi; GAE: gallik
asit esdegeri).

Sekil 21°de goriildiigii gibi meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam

fenolik miktarlarin gallik asit esdegerleri cinsinden birbirine yakin oldugu, en diisiik
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miktarin  6MM numunesinde oldugu belirlenmistir. En yiikksek miktar ise 7MM
numunesindedir.

100 - 84

KE (pg/mL)
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Sekil 22. Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik

madde miktarlart (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin
esdegeri).

Sekil 22°de goriildiigii gibi meyve ekstraktlarinin  katesin  esdegerlerini
karsilastirdigimizda verilerin gallik asit esdegerleri ile uyumlu oldugu goriilmektedir ve en

yiiksek fenolik kompozisyon 7MM numunesindedir.
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Sekil 23. Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik

madde miktarlar1 (ug GAE/ mL numune ¢6zeltisi; GAE: gallik
asit esdegert).

Sekil 23’de kusburnu bitkisinin ¢ekirdek kisimlarinda fenolik bilesik miktarlar1 gallik

asit tiiriinden verilmistir. En diisiik fenolik madde miktar1 3CM numunesinde ve en yiiksek

miktarin da ZCM numunesinde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 24. Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin

esdegeri).

Sekil 24°da cekirdek ekstraktlarinin katesin esdegeri olarak fenolik madde miktarlari

gallik asit esdegeri olarak bulunan miktarla uyumludur.
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Sekil 25. Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlariin galli toplam fenolik
madde miktarlar1 (ug GAE/ mL numune ¢ozeltisi; GAE: gallik

asit esdegert).

Dal kisimlarinin toplam fenolik madde igerigi degerlerine gore en yiiksek miktar

1DM numunesi, en diigiik ise ZDM numunesi i¢in oldugu tespit edilmistir (Sekil 25.).
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Sekil 26. Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlart (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin esdegeri).

IDM numunesinin katesin esdegeri cinsinden fenolik madde miktari en yiiksek
olarak belirlenmistir. Geneline bakildiginda ise miktarlarin gallik asit esdegerleri ile

uyumlu oldugu tespit edilmistir (Sekil 26.).
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Sekil 27. Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (ug GAE/ mL numune ¢ozeltisi; GAE: gallik
asit esdegert).

Yaprak ekstraktlarinin galik asit esdegerleri karsilastinldigit zaman; ZYM
numunesinde toplam fenolik igerik en yliksek miktarda belirlenmistir. En diisiik miktar ise

3YM numunesinde tespit edilmistir (Sekil 27.).
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Sekil 28. Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlart (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin

Yaprak kisimlarinin katesin esdegeri verileri incelendiginde gallik asit esdegeri ile

esdegeri).

orantili oldugu goriilmektedir (Sekil 28.).
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Sekil 29. Meyve kisimlarinin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlart (ug GAE/ mL numune ¢6zeltisi; GAE: gallik asit

esdegert).
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Sekil 30. Meyve kisimlarinin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlar (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin

esdegert).
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Kusburnu bitkisinin farkli agaclardan elde edilen meyve kisimlarinin sulu
ekstraktlarinin  toplam fenolik kompozisyonu icin gallik asit esdegeri verileri
incelendiginde en yiliksek miktarin ZMS numunesinde, en diisiik miktarin ise 1MS
numunesinde oldugu goriilmiistiir. Katesin esdegeri tiiriinden de meyve kisimlarindaki

fenolik bilesim gallik asit esdegeri ile ayni siralamada oldugu goriilmektedir (Sekil 29, 30).
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Sekil 31. Yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlart (ug GAE/ mL numune ¢6zeltisi; GAE: gallik asit
esdegeri).
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Sekil 32. Yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlart (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin
esdegerti).

Yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlarinin fenolik madde miktarlar1 gallik asit ve
katesin esdegerleri bakimindan veriler birbirleriyle uyumludur. En yiliksek miktarin 2YS ve

en diisiik miktarin ZY S numunesinde oldugu belirlenmistir (Sekil 31, 32).
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Sekil 33. Cekirdek kisimlarinin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (ug GAE/ mL numune ¢ozeltisi; GAE: gallik

asit esdegert).
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Sekil 34. Cekirdek kisimlarinin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin

esdegeri).

Cekirdek kisimlari igerisinde sulu ekstraktlarda en yiiksek fenolik madde igerigi 4CS

numunesinde, en diisiik miktarin ise 6CS numunesinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 33,

34).
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Sekil 35. Dal kisimlarinin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlar1 (ug GAE/ mL numune ¢ozeltisi; GAE: gallik asit

esdegeri).
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Sekil 36. Dal kisimlariin sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlart (ug KE/ mL numune ¢ozeltisi; KE: katesin
esdegeri).

Dal kisimlart sulu ekstraktlari i¢in toplam fenolik kompozisyon en yiiksek ZDS

numunesinde ve en diisiik 1DS numunesinde oldugu belirlenmistir (Sekil 35, 36).
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Sekil 37. Cekirdek ve Meyve kisimlarinin metanollii ve sulu ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlart (ug GAE/ mL numune ¢ozeltisi; GAE: gallik asit esdegert).

Cekirdek kisimlarinin metanol ve sulu ekstraktlart toplam fenolik madde miktari
bakimindan gallik asit esdegeri tliriinden karsilastirildiginda metanollii numunelerin
fenolik igeriginin daha yiiksek oldugunu gorebiliriz. Yani ¢ekirdek kisimlarinin metanol ile
yapilan ekstraksiyonu sonucunda daha fazla fenolik bilesik tiirlerinin ¢dziicii fazina
alindigr anlamima gelmektedir. Meyve kisimlari i¢in baktigimizda ise elde edilen veriler
dogrultusunda, su ile yapilan ekstraksiyon, metanol ile yapilana gore daha fazla fenolik

bilesik tiirtinii ¢oziicti fazina almistir (Sekil 37.).
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Sekil 38. Dal ve yaprak kisimlarinin metanollii ve sulu ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (ug GAE/ mL numune ¢ozeltisi; GAE: gallik asit esdegert).

Dal ve yaprak kisimlarinin metanollii ve sulu ekstraktlarinin toplam fenolik madde
miktarlar1 agisindan ¢oziicii tiiriine gore karsilastirdigimizda hem dal hem de yaprak
kisimlariin neredeyse hepsinin metanollii ekstraktlarinda fenolik madde miktar1 daha

yiiksektir (Sekil 38.).

3.1.2. DPPH* Radikal Temizleme Aktiviteleri

Sulu, etil asetatli ve metanollii ekstraktlarda DPPH radikali temizleme aktiviteleri
SCso degerleri ile ifade edilerek (Sekil 42-52.) verilmistir. Artan numune konsantrasyonuna
karst 517 nm’ deki absorbanslar grafige gegirilerek elde edilen grafiklerden antioksidan
kapasiteler kantitatif olarak ifade edilmistir. Antioksidan aktivite, numunelerin SCsg
degerleri belirlenerek karsilastirilmistir. SCsp, baslangic DPPH radikal konsantrasyonunu
(kontroliin absorbansini) yariya diigsiiren numune konsantrasyonu olarak tanimlanir ve

genellikle mg/mL ya da mM olarak ifade edilir.

DPPH radikali temizleme aktivitesi testinde elde edilen SCsp degerlerinin
anlamlandirilmast amaciyla standart antioksidan olarak BHT ve Trolox testlerde

kullanilmistir.
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Sekil 39. DPPH testinde standart Trolox (5 farkli konsantrasyonda) i¢im SCsg
degerinin bulunmasi (SCsp:0,0016 mg/mL bulunmustur).
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Sekil 40. Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin SCsy degerleri

Meyve kisimlart i¢in uygulanan DPPH radikal temizleme aktivitesi yontemi
sonuclarina gore en diisiikk aktivite 0,07862 mg/mL olarak 6MM numunesi igin elde
edilmistir. Onu sirasiyla aktivitesi en yliksek olana dogru ZMM, 3MM, 7MM, 5MM,
8MM, 2MM, 1IMM ve 4MM numuneleri izlemektedir. Meyve kisimlarinin DPPH radikali
temizleme aktiviteleri standartlara (BHT, Trolox) gore diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil
40).
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Sekil 41. Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin SCsq degerleri

Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinda en yiiksek DPPH temizleme
aktivitesi 0,01197 mg/mL SCsy degeri ile 1DM numunesinde, en diisiik aktivitenin ise
0,02567 mg/mL ile 6CM numunesinde oldugu belirlenmistir. Elde edilen SCsg degerlerinin
standart BHT’ ye yakin oldugu ancak Trolox’a gore biiyiik oldugu goriilmektedir (Sekil
41).

0,0118

0,00474 0.00412 0,00461 0,00437  0,00429

0,00356 0,00378

0,00214 0,00218

SCy, degeri (mg/mL)

Sekil 42. Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin SCsy degerleri

Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlarinda DPPH radikal temizleme aktivitesinin
BHT’ ye gore yiiksek Trolox’a gore ise diisiik oldugu analizler sonucunda belirlenmistir.
Dal numuneleri arasinda en yiiksek aktivite 0,0214 mg/mL degeri ile 2DM numunesinde

ve en diisiik aktivitenin ise 4DM numunesinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 42).
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Sekil 43. Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin SCsg degerleri

DPPH radikal temizleme aktivitesinin yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinda
BHT’ye gore yiiksek Trolox’a gore ise diisiik oldugu goriilmiistiir. Elde edilen SCs
degerleri karsilastirildiginda yaprak numunelerinde en yiiksek aktivitenin 0,00353 mg/mL
degeri ile ZYM numunesi ve en diisiik aktivitenin de 0,00706 mg/mL degeri ile 7YM
numunesinde oldugu belirlenmistir (Sekil 43.).
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Sekil 44. Meyve kisimlariin sulu ekstraktlarinin SCsg degerleri

Meyve kisimlarmin sulu ekstraktlar1 karsilastirildiginda SMS numunesinin DPPH
temizleme aktivitesinin daha yliksek oldugu ve 3MS numunesinin ise diisiik oldugu
goriilmektedir. Numunelerin SCso degerleri BHT ye gore daha kiigiik, yani daha yiiksek
aktiviteli, Trolox’a gore ise daha biiyiiktiir, yani daha diisiik aktivitelidir (Sekil 44.)
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Sekil 45. Cekirdek kisimlarinin sulu ekstraktlarinin SCsp degerleri

Sekil 45°de ¢ekirdek kisimlarinin sulu esktraktlarinin SCsy degerleri verilmistir. Bu
degerlere bakildiginda yapilan analizler sonucunda sulu ¢ekirdek 6ziitleri standartlara gore
daha diisiik DPPH temizleme aktivitesi gostermistir. En yiiksek aktivite 3CS numunesinde

ve en diistik aktivite ise 2CS numunesinde goriilmiistiir.
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Sekil 46. Dal kisimlarinin sulu ekstraktlarinin SCsy degerleri

2DS, 3DS ve 4DS numunelerinin SCsp degerlerine bakildiginda DPPH temizleme
aktiviteleri BHT ve Trolox’dan daha diisiikk ¢ikmistir(Sekil .). Diger numunelerde ise
aktivitenin BHT” ye gore yiiksek Trolox’a gore ise diisikk oldugu bulunmustur. En yiiksek
aktiviteye 0,00484 mg/mL ile ZDS, en diisiik aktiviteye ise 0,00689 mg/mL ile 6DS
numunesi sahiptir (Sekil 46.).
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Sekil 47. Yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlarinin SCsp degerleri

Yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlarinda DPPH radikali temizleme aktivitesi BHT ye
gore yiiksek, Trolox’a gore ise diigiiktiir. En yiiksek aktiviteye 2YS numunesi, en diisiik
aktiviteye ise ZY'S numunesi sahiptir (Sekil 47.).
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Sekil 48. Meyve kisimlarinin etil asetatli ekstraktlarinin SCsp degerleri

Meyve kisimlarmin etil asetatli esktraktlarinda DPPH radikali temizleme aktivitesi
standartlara (BHT, Trolox) gore diisiiktiir. En yiiksek aktiviteye 7ME, en diisiik aktiviteye
ZME numunesi sahiptir (Sekil 48.).
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Sekil 49. Yaprak kisimlarinin etil asetatli ekstraktlarinin SCsy degerleri

Yaprak kisimlarinin etil asetatli ekstraktlarinda en yiiksek aktivite 3YE, en diisiik
aktivite ise 4YE numunesinde tespit edilmistir (Sekil 49.).
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Sekil 50. Dal kisimlarinin etil asetath ekstraktlarinin SCsp degerleri

Dal kisimlarmin etil asetatli ekstraktlarinda en yliksek aktiviteye 1DE numunesi
sahiptir ve 0,00090 mg/mL SCsq degeri ile BHT ve Trolox’dan daha yiiksek DPPH radikali
temizleme aktivitesine sahiptir. Diger numunelerin aktivitesi BHT’ den yiiksek,

Trolox’dan ise diisiiktiir (Sekil 50.)
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Sekil 51. Cekirdek kisimlarinin etil asetatli ekstraktlarinin SCsp degerleri

Cekirdek kisimlarmin DPPH radikali temizleme aktiviteleri standart olarak
kullanilan BHT ve Trolox’a gore diisiikk ¢ikmustir. En yiiksek aktiviteye 4CE ve en diisiik
aktiviteye de 1CE sahiptir (Sekil 51.).
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SC50 (mg/mL) @ Su
I Etil asetat
ZME 0,05071 B Metanol
ZMM 0,06521
ZMS 0,00481
8ME 0,03793
8MM 0,03928
8MS 0,00786
7ME 0,01755
MM 0,04701
™S 0,00637
6ME 0,02896
6MM 0,07862
6MS 0,00624
5ME 0,03586
5MM 0,04393
5MS 0,00488
4ME 0,03131
4AMM 002876
4MS 0,00892
3ME 0,02078
3MM 0,04935
3MS 0,01173
2ME 002787
2MM 0,03549
2MS 0,00671
1IME 0,02419
1IMM 0,03041

1MS 0,01156

0,00000 0,01000 0,02000 0,03000 0,04000 0,05000 0,06000 0,07000 0,08000 0,09000

Sekil 52. Meyve kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetath ekstraktlarinin DPPH
temizleme aktivitesi testinde SCsy degerleri (mg/mL).

Meyve kisimlarinin metanollii, etil asetatli ve sulu ekstraktlarinin DPPH temizleme
aktiviteleri incelendiginde sulu ekstraktlarin diger iki ¢oziiciiniinkilere (metanol ve etil

asetat) gore daha yiiksektir (Sekil 52). Tiim meyve numunelerinin sulu ekstraktlar igin
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SCso degerleri metanollii ve etil asetatlilarinkilere gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Metanollii ve etil asetatli ekstraktlarin SCso degerleri karsilastirildiginda etil asetath
numunelerin (4ME haricinde) metanolli numunelere gore daha kiicik SCsp degerli
olduklari, dolayisiyla daha yiikksek DPPH temizleme aktivitesine sahip olduklari
goriilmektedir. 4MM numunesi, 4ME numunesinden daha kii¢iik SCsy degerine sahip
oldugu i¢in daha yliksek DPPH temizleme aktivitesine sahiptir (SCso degerleri; 4MM:
0,02876 mg/mL, 4ME: 0,03131 mg/mL).

Sekil 53’de dal kistmlarinin metanollii, etil asetatli ve sulu ekstraktlarinin DPPH
temizleme aktivitesi testinde SCsp degerleri verilmektedir. Bu sekildeki veriler goz oniine
alindiginda metanollii ekstraktlarin sulu olanlara gore daha kiigiik SCs degerleri vardir ve
daha yiiksek DPPH temizleme aktivitesine sahiptirler. Etil asetath ekstraktlar ile sulu
ekstraktlar karsilastirdigimizda 7DE, 8DE ve ZDE numuneleri sirasiyla 7DS, 8DS ve ZDS
numulerinden daha biiylik SCsy degerlerine sahiptirler ve DPPH temizleme aktiviteleri
daha diisiiktiir (7DE<7DS, 8DE<8DS ve ZDE< ZDS). Diger etil asetatli dal numuneleri
icin SCso degerleri sulu dal numunelerine gore daha kiigiik oldugu icin etil asetath
numunelerin DPPH temizleme aktiviteleri sulu numunelerinkinden daha ytiksektir.

Etil asetatl dal numunelerinin SCsg degerleri ile metanollii dal numunelerinin SCsg
degerler1 karsilastirildiginda; etil asetatli ekstraktlar daha diisik DPPH temizleme
aktivitesine sahiptir (1IDE ve 6DE hari¢). IDE numunesi 1DM numunesinden, 6DE
numunesi de 6DM numunesinden daha yiikksek DPPH temizleme aktivitesine sahiptir
(Sekil 53).
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SC50 (mg/mL) mm Su
[ Etil asetat
#DE 0,00687 Bl Metanol
ZDM 0,00429
ZDs 0,00484
8DE 0,00905
8DM 0,00437
8DsS 0,0058
7DE 0,01312
DM 0,00461
DS 0,00662
6DE 0,00346
6DM 0,00412
6DS 0,00689
SDE 0,0041
SDM 0,00218
5Ds 0,00637
4DE 0,00547
4DM 0,00474
4Ds 0,01934
3DE 0,00448
3DM 0,00378
3Ds 0,016
2DE 0,00362
2bM 0,00214
2bs 0,01693
1DE 0,0009
1bM 0,00356
1bs 0,00673
0,00000 0,00500 0,01000 0,01500 0,02000 0,02500

Sekil 53. Dal kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetath ekstraktlarinin DPPH
temizleme aktivitesi testinde SCsy degerleri (mg/mL).
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SC50 (mg/mL) mm Su
[ Etil asetat
ZYE 0,03743 Bl Metanol
ZYM 0,00353
ZYS 0,00673
8YE 0,02383
8YM 0,00601
8YsS 0,00478
7YE 0,02308
YM 0,00706
7Ys 0,00482
6YE 0,03374
6YM 0,00377
6YS 0,00541
SYE 0,02669
5YM 0,00417
5YS 0,00622
4YE 0,0587
4YM 0,00629
4Ys 0,005
3YE 0,00335
3YM 0,00512
3YsS 0,00506
2YE 0,02377
2YM 0,0053
2Y$ 0,00424
1YE 0,04571
1¥YM 0,00544
1Ys 0,00635
0,0(;000 O,O:II.OOO O,OZIOOO 0,03IOOO 0,04‘:000 0,05IOOO O,OGIOOO 0,07I000

Sekil 54. Yaprak kisimlarinin metanollii, sulu, etil asetath ekstraktlarinin DPPH
temizleme aktivitesi testinde SCsy degerleri (mg/mL).

Yaprak kisimlarimin etil asetathh ekstraktlar1 (3YE hari¢), metanollii ve sulu
ekstraktlarinin SCsy degerlerine gére daha biiyiik SCsy degerlerine; dolayisiyla daha diisiik
DPPH temizleme aktivitesine sahiptirler. Sadece 3YE numunesinde bu durumun tersi
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goriilmektedir ve bu numunenin DPPH temizleme aktivitesi metanollii ve sulu numunelere
(3YM ve 3YS) gore daha yiiksektir (Sekil 54). ZYM, 6YM, 5YM ve 1YM numuneleri
sirastyla ZYS, 6YS, 5YS ve 1YS numunelerinden daha yiiksek DPPH temizleme
aktivitesine sahiptirler. Diger metanollii yaprak numunelerinin SCsp degerleri sulu yaprak
numunelerinin SCsy degerlerinden daha biiyiik oldugu i¢in daha diisiik DPPH temizleme
aktivitesine sahiptirler.

Cekirdek kisimlarinin etil asetatli ekstraktlarinin DPPH radakali temizleme aktivitesi
testinde elde edilen SCsp degerleri, metanollii ve sulu ekstraktlarin SCsy degerlerinden daha
biiyiik oldugu i¢in daha diisiik DPPH temizleme aktivitesine sahiptirler (Sekil ). ZCM
numunesi ZCS numunesinden, 8CM numunesi 8CS numunesinden, 2CM numunesi 2CS
numunesinden ve 1CM numunesi de 1CS numunesinden daha kiigiik SCsp degerine sahip
oldugundan dolay1 daha yiiksek DPPH temizleme aktivitesine sahiptir. 3CM, 4CM, 5CM,
6CM ve 7CM numuneleri sirastyla 3CS, 4CS, 5CS, 6CS ve 7CS numunelerinden daha
biliyiik SCsp degerlerine sahip olduklar1 i¢in daha diisik DPPH radikali temizleme
aktivitesine sahiptirler (Sekil 55).
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SC50 (mg/mL) mEm Su
[ Etil asetat

ZCE
¢ 0,08967 B Metanol
ZCM 0,0126

ZCS 0,02396

8CE 0,09926

8CM 0,02484

8CS 0,04787

7CE 0,07278
™ 0,02305

7c8 0,01489

6CE 0,11912
6CM 0,02567

6CS 0,01947

5CE 0,12373
SCM 0,01901

5€CS 0,01822

4CE 0,05295
4CM 0,02262

4CS 0,01851

3CE 0,10132

3CM 0,02515

3¢S 0,01069

2CE 0,08801
2tM 0,01628

28 0,08328

ICE 0,15141
1CM 0,01197

1CS 0,03268

0,00000 0,02000 0,04000 0,06000 0,08000 0,10000 0,12000 0,14000 0,16000

Sekil 55. Cekirdek kistmlarinin metanolli, sulu ve etil asetatli ekstraktlarinin DPPH
temizleme testinde SCsy degerleri (mg/mL).
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3.1.3. Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Kuvvet (FRAP)

Metanollii sulu ve etil asetathl ekstraktlarmm Demir (III) Indirgeme/Antioksidan
Kuvveti (FRAP) yontemiyle 595 nm’de numunelerin antioksidan kuvvetine karsilik gelen
absorbans degerleri Sekil 57-72 ‘de verilmistir. Trolox’un bes farkli konsantrasyonunun
absorbanslar1 ile ¢izilen kalibrasyon grafiginde, numunelerin 595 nm’de verdikleri
absorbanslar yerine konularak karsilik geldigi konsantrasyon Trolox esdegeri (mikromolar)

olarak ifade edilmektedir ve numunelerin FRAP testindeki aktivitelerinin dl¢iistidiir.

1,000 -

0,900 - y = 0,0009x 'S
R2=10,9819

0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000

Abs(595 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200
Trolox konst. (uLM)

Sekil 56. FRAP testinde Trolox (bes farkli konsantrasyon) i¢in kalibrasyon
grafigi

- 641
S 600 - 513 487 508

S 500 -
= 400 -
& 300 -
< 200 -
~ 100 -

1DM 2DM 3DM 4DM 5DM 6DM 7DM 8DM ZDM

Sekil 57. Dal kisimlarinin metanol ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC
degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; pM).



72

Dal kisimlarinin FRAP testinde TEAC degerleri Sekil .de verilmistir. Bu verilere
gore 641 pM TEAC degeri ile 5SDM numunesi aktivitesi en yiikksek, 7DM numunesi 487
uM TEAC degeri ile aktivitesi en diisiik olan numunedir (Sekil 57.).

192

ICM 2CM 3CM 4CM 5CM 6CM 7CM 8CM ZCM

Sekil 58. Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin FRAP testinde
TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC degeri 192 uM
olan 1CM numunesi en yliksek aktiviteye, 79 uM olan 3CM numunesi ise en diisiik

aktiviteye sahiptir (Sekil 58.).

700 - 626 621 651

1IYM 2YM 3YM 4YM 5YM 6YM 7YM 8YM ZYM

Sekil 59. Yaprak kisimlarinin metanol ekstraktlarinin FRAP testinde
TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Yaprak kisimlarinin metanol esktraktlarinin FRAP testinde en yliksek aktiviteye

ZYM numunesi en diisiik aktiviteye ise 3YM numunesi sahiptir (Sekil 59.).
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Sekil 60. Meyve kisimlarinin metanol ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC
degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; pM).

Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC degeri 95 uM
olan 5SMM numunesi en yiiksek aktiviteye sahiptir. 6 MM numunesi ise en diisiik aktiviteye

sahiptir (Sekil 60.).

N

l

o
)

199

174 170 173 188 186 173

=N
a o
o O

TEAC(mikroM)
g 8

o
I

IMS 2MS 3MS 4MS 5MS 6MS T7MS 8MS ZMS

Sekil 61. Meyve kisimlarimin sulu ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC
degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Meyve kisimlarinin sulu ekstraktlarinin FRAP testinde 199 uM TEAC degeri ile
ZMS numunesinin en ylksek aktiviteye sahip oldugu, 105 uM TEAC degeri ile 1MS

numunesinin sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 61.).



74

100 ~
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1 1
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ICS 2CS  3CS 4CS  5CS  6CS  7CS  8CS ZCS

Sekil 62. Cekirdek kisimlarinin sulu ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC
degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; pM).

Cekirdek kisimlarinin sulu ekstraktlarinin TEAC degerleri karsilastirildiginda 4CS
numunesinin en yiiksek, 2CS numunesinin ise en diisiik aktiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir (Sekil 62.).

N
(S}
o

| 189 200 202 198 193 g9 97 oo

B RN
o v o
o O o

63

TEAC(mikroM)

o
I

1YS 2YS 3YS 4YS 5YS 6YS 7YS 8YS ZYS

Sekil 63. Yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC
degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Sekil 63’de yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC degerleri
gorilmektedir. 63 puM degeri ile 7YS numunesi en diisiik aktiviteye sahiptir. Diger
numunelerin TEAC degerleri birbirlerine yakin ve en yiiksek aktiviteye sahip olan 202 uM

degeri ile 3Y'S numunesidir.
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Sekil 64. Dal kisimlarinin sulu ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC
degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; pM).

Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin FRAP testinde SDS numunesi en yiiksek

aktiviteye, 1DS numunesi ise en diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil 64.).

377
361 337

400 -
350 -
300 -

~

S 250 |

Sekil 65. Dal kisimlarinin etil asetath ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC
degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; pM).

Dal kisimlarmin etil asetatli ekstraktlarinin FRAP testinde TEAC degerleri Sekil
65.°de verilmistir. 6DE numunesi en yiiksek aktiviteye, 7DE numunesi ise en diisiik

aktiviteye sahiptir.
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120 - 107
100 -
80 1
60 -
40 A
20 1

TEAC (uM)

Sekil 66. Cekirdek kisimlarinin etil asetatli ekstraktlarinin FRAP testinde
TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Cekirdek kisimlariin etil asetatli ekstraktlarinin FRAP testinde 4CE numunesi 107
uM TEAC degeri ile en yiiksek aktiviteye, SCE numunesi 26 uM TEAC degeri ile en
diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil 66.).

300 4 267

Sekil 67. Yaprak kisimlarinin etil asetatl ekstraktlarinin FRAP testinde
TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Yaprak kisimlarimin etil asetatli ekstraktlarnin FRAP testi TEAC degerleri
karsilagtirildiginda 3YE numunesi 267 uM degeri ile en yiiksek aktiviteye, 4YE numunesi
40 uM degeri ile en diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil 67.).
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200 - 176

TEAC (uM)

Sekil 68. Meyve kisimlarinin etil asetatli ekstraktlarinin FRAP testinde
TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Meyve kisimlarinin etil asetatl ekstraktlarinin FRAP testinde gosterdikleri aktiviteler
TEAC degerleri olarak Sekil 70’de verilmistir. 4ME numunesi 176 uM degeri ile en
yiiksek aktiviteye, 3ME numunesi 95 pM degeri ile en diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil
68.).

Meyve kisimlarinin metanollid, sulu ve etil asetatli ekstraktlarinin FRAP testinde
TEAC degerleri Sekil 69.” de verilmistir. Sulu numuneler (1MS ve 4MS harig), metanollii
ve etil asetatli numunelerden daha yiiksek TEAC degerine sahip olduklarindan dolay:
FRAP testinde en yiiksek aktiviteye sahiptirler. 1IMS, 1IME ve 1MM numunelerinin
aktiviteleri karsilagtirildiginda IME > 1MS > 1MM siralamasi vardir. 4MS, 4ME ve 4MM
numunelerinin aktiviteleri arasinda ise 4ME > 4MS > 4MM siralamasi vardir. Metanolli,
sulu ve etil asetatli meyve ekstraktlarinin FRAP testinde diger ikisine gore diisik TEAC
degerlerine sahip metanollii ekstraktlar en diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil 69).
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TEAC (HM) - Metanol
I Etil asetat
ZME 130

Su
ZMM 81 -

ZMS 199
8ME 102

8MM 94

8MS 173
TME 103

™M 66

T™MS 186
6ME 102

6MM 70

6MS 188
SME 155

5MM 95

5MS 173
4ME 176
4MM 81

4MS 164

3ME 95

3MM 90

3MS 170
2ME 112

2MM 61

2MS 174
1IME 130

1IMM 73

1MS 105

0 50 100 150 200 250

Sekil 69. Meyve kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetatli ekstraktlarinin FRAP
testinde TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Dal kisimlarimin metanollii, sulu ve etil asetatli ekstraktlarinin FRAP tesitinde
metanollii ekstraktlarin TEAC degerleri sulu ve etil asetatli ekstraktlarinkinden daha
biiyiliktiir en yiiksek aktiviteye sahiptirler (Sekil 70). FRAP testinde, etil asetathi dal
ekstraktklar1 (7DE ve 8DE hari¢) sulu dal ekstraktlarindan daha yiiksek aktiviteye sahiptir.
FRAP testinde 7DE numunesi, 7DS numunesinden ve 8DE numunesi de 8DS

numunesinden daha diistik aktiviteye sahiptir (Sekil 70).
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TEAC (uM) - Metanol
I  Etil asetat

ZDE 202 [0 ST
ZDM 603
ZDS 191
8DE 170
8DM 508
8DS 178
7DE 122
7YM 487
7DS 157
6DE 377
6DM 570
6DS 180
5DE 306
5DM 641
5DS 198
4DE 301
4DM 513
4DS 159
3DE 337
3DM 596
3DS 188
2DE 361
2DM 548
2DS 180
1DE 311
1DM 586
1DS 150

0 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 70. Dal kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetath ekstraktlarinin FRAP
testinde TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).
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TEAC (uM) - Metanol
I  Etil asetat

ZYE 80 [ ] Su

ZYM 651
ZYS 180
8YE 113
8YM 447
8YS 197
7YE 158
™YM 461
7YS 63
6YE 58
6YM 621
6YS 189
5YE 76
5YM 626
5YS 193
4YE 40
4YM 403
4YS 198
3YE 267
3YM 385
3YS 202
2YE 93
2YM 503
2YS 200
1YE 56
1YM 501
1YS 189

0 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 71. Yaprak kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetath ekstraktlarinin FRAP
testinde TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Yaprak kisimlarinin metanollli, sulu ve etil asetathi ekstraklarinin FRAP testi
sonuglara goére metanollii numuneler, sulu ve etil asetath numunelere gore daha yiiksek
TEAC degerleri ile daha yiiksek aktiviteye sahiptirler. 1YS, 1YE’den; 2YS, 2YE’den;
4YS, 4YE’den; 5YS, 5YE’den; 6YS, 6YE’den, 8YS, 8YE’den ve ZYS numunesi de ZYE
numunesinden daha yiiksek aktiviteye sahiptir. Etil asetatli numunelerden 3YE ve 7YE,

sirastyla sulu numunelerden 3Y'S ve 7YS’den daha diisiik aktiviteye sahiptirler (Sekil 71.).
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ZCE
ZCM
ZCS
8CE
8CM
8CS
7CE
7CM
7CS
6CE
6CM
6CS
5CE
5CM
5CS
4CE
4CM
4CS
3CE
3CM
3CS
2CE
2CM
2CS
ICE
1ICM

1CS

TEAC (uM)

47
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74
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Bl Metanol
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Bl su
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192
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Sekil 72. Cekirdek kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetatli ekstraktlarinin FRAP
testinde TEAC degerleri (Trolox esdegeri antioksidan kapasite; uM).

Cekirdek kisimlarinin metanollii, sulu ve etil asetatli ekstraktlarinin FRAP testinde,
metanollii ekstraktlar en yiiksek aktiviteye sahiptir. Etil asetatli ve sulu numunelerin TEAC
degerleri karsilastirildiginda, sulu numuneler (1CS ve 4CS harig) etil asetath
numunelerden daha yliksek aktiviteye sahiptirler. 1CS (64 puM) ve 4CS (91 uM)
numuneleri sirasityla 1CE (72 uM) ve 4CE (107 uM) numunelerinden daha diisiik
aktiviteye sahiptirler (Sekil 72.).
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y =0,6589x + 32,71 ®
450 - R2=0,9526

0 160 260 360 460 560 660 760
Toplam Fenolik Madde (GAE, pg/mL)

Sekil 73. Metanollii ekstraktlarin, toplam fenolik madde miktari tayini yontemi ve
FRAP yo6ntemi icin korelasyon grafigi.

Toplam fenolik madde miktar1 tayini yontemi ve FRAP yontemi i¢in elde edilen

korelasyon grafigine gore iki yontem arasinda uyum oldugu belirlendi (Sekil 73.).

3.2. Online-HPLC-FRAP Analizleri

Kusburnu bitkisinin meyve, ¢ekirdek, dal ve yaprak kisimlarinin metanollii
ekstraktlarma  online-HPLC-FRAP  yontemi  uygulandi.  Calisilan  numunelerin
konsantrasyonlart 5 mg/mL’dir.

Analizlerde kullanilan standartlar (125uM standart karisim); gallik  asit,
protokatekuik asit, protokatekulaldehit, benzoik asit, p-hidroksi benzoik asit, rosmarinik
asit, sinapik asit, klorogenik asit, syringik asit, syringaldehit, ferrulik asit, kaffeik asit, p-

kumarik asit, vanilin, vanilik asit, gentisik asit.
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mAU

Sekil 74. Cekirdek kisimlariin metanollii ekstraktlari icin DAD-280 nm’deki
piklerin ¢akistirilmasi (3-5 dk arasi).

Cekirdek numunelerinin 3. ve 5.dk arasinda 280 nm’deki pikleri ¢akistirildiginda Rt
degeri 3.6 olan pik tiim numunelerde ortak olarak bulunmaktadir (Sekil 74.).

ZCM
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8 8CM 3

80
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-20
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Sekil 75. Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlar igin DAD-280 nm’deki piklerin
cakistirilmasi (5-41 dk arasi).

Cekirdek kisimlarmin metanollii ekstraktlarinin HPLC analizlerinde 280 nm’deki

spektrumlar ¢akistirildiginda 1, 3 ve 5 nolu pikler tiim numunelerde ortaktir. 2, 4 ve 5 nolu
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pikler numunelerin bazilarinda goriilmektedir. 6 nolu pik yine tiim numunelerde

bulunmakla beraber 3CM numunesinde pik yiiksekligi daha diisiik ¢ikmistir (Sekil 75.).

800 ZDM
8DM
TDM
6DM
5DM
4DM

3DM
2DM

1DM

Sekil 76. Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlari icin DAD-280 nm’deki
piklerin ¢akistirilmasi (3-5 dk arast).

Dal kisimlarinin metanollii  ekstraktlarinin  HPLC analizlerinde 280 nm’deki
spektrumlart cakistirilarak Rt degeri 3.6 olan pik tiim numunelerde ortak olarak

belirlenmistir (Sekil 76.).

1
4 5
mAU ) 4 7 ZDM
350 24 5 6 8
300 L 3 4 g 7 8 8DM
250 1 23 4 s 5 7 g
200 y 4 7
5 8 6DM
150 1 2 4 5DM
4
100 1 3 5 6 7 8 4DM
1 4 7 3DM
50
2 3 5 6
0 1 4 7 6 2DM
50 1DM
5 10 15 20 25 30 35 min

Sekil 77. Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlar1 igin DAD-280 nm’deki piklerin
cakistirilmasi (5-41 dk arast).

7DM
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Dal numunelerinin HPLC analizlerinde 280 nm’deki spektrumlar1 ¢akistirildiginda
(5-41dk arasi)) 1 ve 4 nolu pikler ortak olarak tiim numunelerde bulunmaktadir.
Numaralandirilan diger piklerin numunelerde bulunma durumu farklilik gostermektedir.
Ornegin 6 nolu pik sadece 8DM, 6DM, 3DM ve 2DM numunelerinde bulunurken

digerlerinde belirgin olarak gézlemlenmemistir (Sekil 77.).

1750
1500

1250

ZYM
1000
8YM
750 7YM
6YM
500 SYM
4YM
250 3YM
2YM
a 1YM
3 3.25 a5 3.75 4 4.25 45 4.75 min

Sekil 78. Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlar1 icin DAD-280 nm’deki
piklerin ¢akistirilmasi (3-5 dk arasi).

7 8 10
mAU
4 6
00 7 .
5 6 9 ZYM
250 7 10
1 3 8
5 6 .,
11 8YM
200 1 2 4 .
8
3 5 6 10 7YM
150 1 , 4 7 9 11
6 8
100 4 7 10 6YM
1 2
5 6
50 2 4 7 9 10
1 ; 5YM
11 )
0 3 4 7 10 4YM
1 5 7 3YM
] 4 9 10 2YM
-50 1YM
5 10 15 20 25 30 35 min

Sekil 79. Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlari i¢in DAD-280 nm’deki piklerin
cakistirilmasi (5-41 dk arast).
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Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlar1 ile yapilan HPLC analizlerinde 280
nm’deki spektrumlar karsilastirildiginda (3-5. dk arasi) Rt degeri 3.6 olan pik tiim
numunelerde bulunmaktadir (Sekil 78.).

Yaprak kisimlari ile yapilan HPLC analizleri sonucunda 1, 4 ve 7 nolu piklerin tiim
numunelerde ortak oldugu tespit edildi. Numuneler arasinda bulunma durumu farklilik
gosteren pikler 2, 3, 5, 6, 8,9, 10 ve 11 nolu piklerdir. Bu piklerden 2 nolu pik 4YM, 5YM,
6YM, 7YM ve 8YM numunelerinde bulunurken diger numunelerde gézlemlenmemistir
(Sekil 79.).

1200
1000

900 2
800

700 2

600
ZMM

soo 1 SMM

400 1 MM

11 6MM
300

1 SMM
200 4MM

3MM
100
1 2MM

IMM

5 10 15 20 25 30 35min

Sekil 79. Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlar: icin DAD-280 nm’deki piklerin
cakistirilmasi.

Metanollii meyve ekstraktlari ile yapilan HPLC analizlerinde 280 nm’de 2 nolu tiim
numunelerde ortak olarak, 1 nolu pik de ZMM numunesi hari¢ diger meyve numunelerinde
ortak pik olarak belirlendi (Sekil 79.).
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mAU Meyve kisimlari-395 nm

800

700

600

500

400

300

200

Sekil 80. Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP yonteminde
UV-Vis 595 nm’deki spektrumlari.

Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarmin HPLC analizlerinde 1 nolu pik (595

nm’de) tim numunelerde ortak major pik olarak belirlendi (Sekil 80.).

mAU
150
4
140
ZCM
130 4
a
120 M
7CM
110
6CM
100
5CM
90 4CM
3CM
80 2CM
1CM
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 81. Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP
yonteminde 595 nm’deki spektrumlari.
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Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlar1 ile yapilan online-HPLC-FRAP
yonteminde elde edilen UV-Vis 595 nm’deki absorbanslart Sekil 81.’de bir arada
verilmistir. 1 ve 4 nolu pikler tiim numunelerde bulunmaktadir. 2 nolu pikin sadece 1CM,

2CM, 3CM, 5CM, 7CM ve ZCM numunelerinde oldugu belirlenmistir (Sekil 81.).

1000

1 2 3 ZDM

800 1 3 5 6
] ) 2 2 3 4 5 & 8DM
1 2 N ¢ 5
800 3 4 6 7DM
5
1 2 4 8
3 4 6DM
400 3 ° 6
SDM
, N 4 5 4
2 4 6 4DM
3 5

200 6 3DM

2DM
1DM

[ 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 82. Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP y6nteminde 595
nm’deki spektrumlart.

Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP yo6nteminde 595
nm’deki spektrumlarinda, 1, 3 ve 6 nolu pikler tiim dal numunelerinde ortak olarak tespit
edildi. 2 nolu pik ZDM numunesi haricinde diger numunelerde belirlendi. 6 nolu pik ZDM
numunesinde digerlerinden daha biiyiik pik yiiksekligine sahiptir (Sekil 82.).



8YM

Y 9 6YM

U ? 7 \ -
k 'JEM AR
"‘ "‘ w' 2 9 .

1
mAU 1 7
1200 1 8
1 5 t 9
1000 4 f 0
1 Z "' ”‘ . ZYM

600

9 2YM

1YM

0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 83. Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP yonteminde
595 nm’deki spektrumlari.

Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarina uygulanan online-HPLC-FRAP
yonteminde 595 nm’deki absorbans degerleri Sekil 83.’de verilmistir. 1, 5 ve nolu pikler
tim metanollii yaprak numunelerinde ortak olarak belirlendi. 8 nolu pik 3YM, 7YM ve
8YM numuneleri haricinde diger numunelerde ortak olarak belirlendi ve en fazla ZYM ve

6YM numunelerinde oldugu tespit edildi (Sekil 83.).

mAU
1 1
1750
1
1500
1250
1000
3 9 141
750 13141516 Copirdek
2 5 4 10 12
500 5 8 9 13
34 5 7 g o 10 T Yaprak
250 13 15
Dal
0 Meyve
5 10 15 20 25 30 35 40min

Sekil 84. Farkli bitki kisimlariin online-HPLC-FRAP yonteminde DAD-280 nm’deki
absorbanslar1 (6MM, 6DM, 6YM ve 6CM numuneleri i¢in).
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Ayn1 numune i¢in meyve, yaprak, c¢ekirdek ve dal kisimlarinin HPLC analizlerinde
280 nm’deki absorbans degerleri Sekil 84.’de verilmistir. 1 nolu pikin tiim kisimlarda
bulundugu belirlendi. 2 nolu pik sadece dal kisimlarinda bulundugu tespit edildi. 4, 5, 8, 10
nolu pikler ise yaprak ve dal kisimlar1 i¢in ortak piklerdir. Bunun yaninda 9 ve 13 nolu
pikler ¢ekirdek, yaprak ve dal kisimlari i¢in ortak piklerdir. 14 ve 16 nolu pikler ise sadece
cekirdek kisimlarinda tespit edildi (Sekil 84.).

6DM-(280 ve 595 nm)

mAU 1
30
1200
595 nm
1000
800 63
2
) 280 nm
600 47
7
400
3
200 6
5 -
2 4 h] 7
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 85. Dal kisimlarinin (6DM) online-HPLC-FRAP yonteminde 280 nm ve 595
nm’deki spektrumlarinin ¢akistirilmasi.

Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlari ile yapilan online-HPLC-FRAP yonteminde
280 ve 595 nm spektrumlar1 Sekil 85.’de gosterilmektedir. 280 nm’deki 1, 2, 3,4, 5, 6 ve 7
nolu piklerin 595 nm’deki karsiliklar sirastyla 1°, 2°, 3°, 4°, 5, 6 ve 7’ pikleri oldugu

belirlendi.
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mAU
6MM-(280 ve 595 nm)

600

500 1 cos
595 nm

400
280 nm
300

200

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 86. Meyve kisimlarinin (6MM) online-HPLC-FRAP yonteminde 280 nm ve 595
nm’deki spektrumlarinin ¢akistirilmasi.

Meyve kisimlarinin  metanollii  ekstraktlar1 ile yapilan online-HPLC-FRAP
yonteminde 280 ve 595 nm spektrumlar1 Sekil 86.’de gosterilmektedir. 280 nm’deki 1nolu
pikin 595 nm’deki karsilig1 1” piki oldugu belirlendi.

mAU 1
6YM-(280 ve 595 nm)
1750
595 nm
1500
1250 2 4
5

1000 3’ 280 nm

750

500

4 3
250 2 3
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 87. Yaprak kisimlarinin (6YM) online-HPLC-FRAP yonteminde 280 nm ve 595
nm’deki spektrumlarinin ¢akistirilmasi.
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Yaprak kisimlarmin metanollii ekstraktlar1 ile yapilan online-HPLC-FRAP
yonteminde 280 ve 595 nm spektrumlar1 Sekil .87°de gosterilmektedir. 280 nm’deki 1, 2,
3, 4 ve 5 nolu piklerin 595 nm’deki karsiliklar1 sirasiyla 1°, 2°, 3°, 4° ve 5’pikleri oldugu

belirlendi.

6CM-(280 ve 595 nm)
mAU 595 nm

120 /
100

80 1

280 nm

60
40
20
0
-20

-40
0 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 88. Cekirdek kisimlarinin (6CM) online-HPLC-FRAP yonteminde 280 nm ve
595 nm’deki spektrumlarinin ¢akistirilmasi.

Cekirdek kisimlarmim metanollii ekstraktlar1 ile yapilan online-HPLC-FRAP
yonteminde 280 ve 595 nm spektrumlar1 Sekil 88.’de gosterilmektedir. 280 nm’deki 1nolu
pikin 595 nm’deki karsilig1 1° piki oldugu belirlendi.

Vanilin

mAU Vanilik asit
100 /

80
60

40

20 STD
0 Numune
-20
-40
5 10 15 20 25 30 35 40 min

Sekil 89. Cekirdek kisimlart (2CM) ile standart karistmin 280 nm’deki
spektrumlarinin ¢akistirilmasi.
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*DAD1,10.299 (9.1 mAU, - J)Ref=9.405 & 10.779 of 2C (5)-1.D
m AU
8
VANILIK ASIT
(NUMUNEDEKI)
6
4
I
i
2 i
Ll
‘\
0 |
IZOOI ‘22‘5‘ 25‘0 ‘27‘5 ' SdO ‘ I325 ‘ 350 3?5‘ nm
*DAD1,9.418 (111 mAU, - ) Ref=9.071 & 9.931 of STD-12
m AU
100 ; )
VANILIK. ASIT
\ (STANDART
80 KARISIMDAKI)
60
40
20
o]
. — s . . — .
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 90. Cekirdek kisimlarinda bulunan vanilik asitin ve standart
karisimdaki vanilik asitin spektrumlari.

Cekirdek kisimlarmmin  metanollii ekstraktlarinin  HPLC analizleri sonucunda
alitkonma zamani ve spektrumlarina bakilarak numunelerde vanilik asit ve vanilin oldugu

tespit edilmistir (Sekil 90-91.).

“DAD1,21.045 (8.1 mAU, -) Ref=20.485 & 21.865 of 2C(5)-1.D

mAU
s VANILIN
. (NUMUNEDEKI)
4
3
2
1
0
-1
200 225 250 275 200 325 350 a7s nm
*DAD1, 20.844 (105 mAU, - ) Ref=20.417 & 21.678 of STIL
mAY VANILIN (STANDART
KARISIMDAKI)
80
80
40
20

200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 91. Cekirdek kisimlarinda ve standart karisimda bulunan
vanilinin spektrumlari.
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K

500
400
300

200 . .
ASKORBIK ASIT (STD)

100 1

NUMUNE

5 10 15 20 25 30 35min

Sekil 92. Meyve kisimlari (2MM) ile standart karigimin 280 nm’deki spektrumalarinin
cakistirilmast (numune spektrumunun absorbans skalasi ile askorbik asit
standardinin absorbans skalasi1 farklidir).

Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin HPLC analizlerinde standart karisimin

ve askorbik asitin spektrumlar1 karsilastirilarak numunelerde askorbik asit oldugu

belirlendi (Sekil 92.).

"DAD1,3.725 (795 mMAU, - ) Ref=2.611 & 6.5611 of IM(10)-
m AU
700 )
ASKORBIK ASIT
600 (NUMUNEDEKI)
500
400
300
200
100
0
200 225 250 275 300 325 350 375 nm
“DADA1,3.742 (1212 mAU, - ) Ref=2.6682 & 5.749 of 2M (10)-1.D
mAU
1000 ASKORBIK ASIT
(STANDART)
800
600
400
200
0
200 225 250 276 300 326 350 375  nm

Sekil 93. Meyve kisimlarinda bulunan askorbik asitin spektrumu.
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mAU

700
600
500
Gallik asit
400
300

200

100

Sekil 94. 2DM numunesi ile standart karisimin 280 nm’deki spektrumalariin
cakistirilmasi.

mAU

600

500

400

Gallik asit

300 /v

200

100

Sekil 95. 2YM numunesi ile standart karisimin 280 nm’deki spektrumalarinin
cakistirilmas.
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*DAD1,6.374 (18.2 mAU,-)Ref=2.574 & 8.054 of 2D (10)
mAU o —

[ GALLIK ASIT
13 A (NUMUNEDEKI)

200 225 250 275 300 325 350 375 nm

*DAD1,6.224 (129 mAU, - )Ref=5.911 & 6.751 of STD -12

mAU
120 — \
1 GALLIK ASIT
100 (STANDART
A KARISIMDAKI)
80 — Il

60 —

200 225 250 275 300 325 350 375 nm
Sekil 96. Dal ve yaprak kisimlarinda bulunan gallik asit ile standart
karisimindaki gallik asitin spektrumu.

mAU
100 1

80
60
40

20 , 2

Sekil 97. Cekirdek kisimlarinin HPLC analizlerinde 280 nm’deki spektrumu.

min
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“DADT, 4038 (453 mAU, - |Ref=2 685 & 7,985 of 2C(5)-1.0
mAU
6
| NOLU PIK: BILINMEYEN 5
)
3
2
1
]
-1
200 225 250 275 300 azs 350 375 nm
‘DAD1,10.299 (8.1 mAU,- ) Ref=9.405 & 10.779 of 2G (5)-1.D
mAU
2 NOLU PIK: VANILIK ASIT
20
15
|
| 10
1 5
]
200 225 250 276 300 325 350 376 nm

“DADT, 21045 (B 1 mAU, - |Ref=20 465 & 21 865 0f2G(5)-1.D

3 NOLU PIK; VANILIN

200 226 250 2756

300 326 350 a7s nm
*DAD1,25685 (26.5 mAU, -) Ref=24.985 & 26.599 of 2¢ (5)-1.D
4 NOLU PIK: BILINMEYEN
|
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 98. Sekil 97°de verilen ¢ekirdek kisimlari i¢in 280 nm’de numaralandirilan 1, 2, 3 ve

mAU

80

70

80

50

40

30

20

10

0

mAU
250

200

150

50

4 nolu piklerin spektrumlari.

“DADT,34.065 (86.1 mAU, -)Ref=33.365 & 37.839 of 2G(5)-1.D

5 NOLU PIK:
BILINMEYEN

200 225 250 275 300 325 350 375 nm

“DAD1,35959 (257 mAU, -)Ref=33.365 & 37.839 of 2G(5)-1.D
mAU
400

7 NOLU PIK;
BILINMEYEN 300
200
100
| 0
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

“‘DAD1,35.485 (192 mAU,-)Ref=33.365 & 37.839 0of2C (5)-1.D

6 NOLU PIK;
BILINMEYEN

200 225 250 275 300 325 350 375  nm
“DAD1.36.905 (462 mAU.-) Ref=33.365 & 37 839 0f2G (5)-1.D

8 NOLU PIK;

BILINMEYEN
200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 99. Sekil 97.”de verilen ¢ekirdek kisimlari i¢in 280 nm’de numaralandirilan 5, 6, 7 ve

8 nolu piklerin spektrumlari.
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Cekirdek kisimlart i¢in 280 nm’deki piklerin spektrumlar1 standartlarla
karsilastirilarak 2 nolu pikin vanilik asit, 3 nolu pikin vanilin oldugu belirlendi. 1 ve 4
nolu pikler ise mevcut standartlarla ¢gakismadigi i¢in bilinmeyen pikler olarak belirlendiler
(Sekil 98 .).

Sekil 99’da verilen gekirdek kisimlarinin 280 nm’deki 5, 6, 7 ve 8 nolu piklerin

spektrumlart mevcut standartlarla uyusmadigi i¢in bilinmeyen olarak belirlendiler.

mAU

700
600
500
400
300
200

100

min

Sekil 100. Dal kisimlarinin HPLC analizlerinde 280 nm’deki spektrumu.
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*DAD1,4.080 (1066 mAU, -)Ref=2.574 & 8§.054 of 2D(10)-1-1.D “DAD1,10.900 (237 mAU, - ) Ref=8.054 & 14.967 of 2D(10)-1-1.D
mAU mAU
1000 .
200 2 NOLU PIK;
BILINMEYEN
800
150
600
1 NOLU PIK;
BILINMEYEN 100
400
50
200
0 o
200 225 250 275 300 325 350 375 nm 200 225 250 275 300 325 350 375 nm
‘DAD1,6.446 (185 mAU, -)Ref=5.758 & 6.882 of 2Y(10)-1.D *DAD1,13.707 (581 mAU,-)Ref=8.054 & 14,967 of 2D(10)-1-1.D
mAU mAU
17.5
3 NOLU:GALLIK ASIT o0
15 .
4NOLU PIK;
125 400 BILINMEYEN
10 300
7.5
200
5
25 100
200 225 250 275 300 325 350 375 nm 200 225 250 275 300 325 350 375 nm
*DAD1,15.754 (53.0 mAU, - ) Ref=14.974 & 36.880 of 2D(10)-1-1.D *DAD1,27.707 (1051 mAU, - ) Ref=2.640 & 42.754 of 2D(10)-1-1.D
mAU mAU
50 1000
] PIK: N .
40 . Tk 800 BILINMEYEN
30 600
20 400
10 200
0
200 225 250 275 300 325 350 375 nm 200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 101. Sekil 100.’de verilen ¢ekirdek kisimlari i¢in 280 nm’de numaralandirilan 1, 2, 3,
4, 5 ve 6 nolu piklerin spektrumlari.

Dal kisimlar1 i¢in 280 nm’deki piklerin spektrumlar: standartlarla karsilastirilarak 3
nolu pikin gallik asit oldugu belirlendi. 1, 2, 4, 5 ve 6 nolu pikler ise mevcut standartlarla

cakigsmadiklari i¢in bilinmeyen pikler olarak belirlendiler (Sekil 101.).
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500
400
300
200

100 1

Sekil 102. Meyve kisimlarinin HPLC analizlerinde 280 nm’deki spektrumu.

*DAD1,3.742 (1212 mAU, - ) Ref=2.582 & 5.749 of 2M(10)-1.D *DAD1,4.002 (1771 mAU, - ) Ref=2.582 & 5.749 of 2M(10)-1.D
mAU mAU
1600
1000 o | 2 NOLU PIK; BILINMEYEN
1 NOLU PIK; ASKORBIK ASIT 1400 5
800 1200
1000 -
600 1
800
400 600 |
400
200
200
0 0
200 225 250 275 300 325 350 375 nm 200 225 250 275 300 325 350 375 nm

Sekil 103. Sekil 102.’de verilen meyve kisimlarinin 280 nm’deki 1 ve 2 nolu pikler igin
spektrumlar.

Sekil 103.’de verilen spektrumlardan 1 nolu pik askorbik asit olarak belirlendi. 2

nolu pik ise bilinmeyen olarak belirlendi.
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[38]

mAU

800
500
400
300

200 6

Sekil 104. Yaprak kisimlarinin HPLC analizlerinde 280 nm’deki spektrumu.
Sekil 105.’de verilen spektrumlar igerisinden 3 nolu pik gallik asit olarak belirlendi.

Diger pikler ise mevcut standartlarin spektrumlarina uyum saglamadiklari i¢in bilinmeyen

olarak belirlendi



102

*DAD1,31.039 (132 mAU, -) Ref=24 879 & 32.746 of 2Y(10)-1.D

mAU
120 | 7 NOLU PIK; BILINMEYEN
100
80
60
40
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200 225 250 275 300 325 350 375  nm
*DAD1,3.639 (58.9 mAU, - ) Ref=2.599 & 5.759 of 2Y(10)-1.D *DAD1, 4.019 (1103 mAU, - ) Ref=2.599 & 5.759 of 2Y(10)-1.D0
mAU mAU |
1000
50
1 NOLU PIK: BILINMEYEN 2 NOLU PIK: BILINMEYEN
800
40
30 500 |
20 ) 400 |
10 200
0 0
200 225 250 275 300 325 350 375  nm 200 225 280 275 300 325 350 375 nm
*DAD1,6.446 (19.5 mAU, - ) Ref=5.759 & 6.892 of 2Y(10)-1.0 “DAD1, 13.646 (288 mAU, - ) Ref=7.999 & 16.406 of 2Y(10)-1.D
mAU mAU
17.5 250 |
15 3 NOLU;GALLIK ASIT | 4 NOLU PIK; BILINMEYEN
200
12.5
10 150 -
7.8 . 100 |
5
! 50
2.5
0 0
200 225 250 275 300 325 350 375  nm 200 225 250 275 300 325 350 375 nm
*DAD1,15.426 (50.8 mAU, - ) Ref=7.999 & 16.406 of 2¥(10)-1.D *DAD1, 27.666 (280 mAU, - ) Ref=24.879 & 32.746 of 2Y(10)-1.D
mAU mAU 7
5NOLU PIK; BILINMEYEN | 6 NOLU PIK; BILINMEYEN
40 250 7
200 -
30
150 |
20
100 -
10 |
50
0
200 225 250 275 300 325 350 375  nm 200 225 250 275 300 325 350 375  nm

Sekil 105. Sekil 104.”de verilen yaprak kisimlarinin 280 nm’deki 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 nolu
piklerin spektrumlart.



103

mAU 1
1 1
60
1 6
1
40 1 5 6 4 348 nm
6 7 324 nm
3 3
4. ey 308 nm
20 3 4567
N 274 nm
3 ) 6 7
3 43 8 254 nm
0 4 56 7
260 nm
280 nm
-20
-40
5 10 15 20 25 30 35 min

Sekil 106. Cekirdek kisimlarinin (6CM) online-HPLC-FRAP yonteminde DAD
dedektoriiniin farklh dalga boylarindaki kromatogramlarinin ¢akistirilmasi.

Cekirdek kisimlarinin farkli dalga boylarinda 1 ve 6 nolu pikler tiim dalga boylarinda
ortak olarak vardir. 2 nolu pik sadece 308 nm’de, 3 nolu pik ise 280, 260, 254 ve 274 nm
dalga boylarinda vardir. 8 nolu pik 254 ve 260 nm’de vardir. 4 ve 5 nolu pikler 254, 260,
274 ve 280 nm’de belirlendi (Sekil 106.).

mAU 1

400 1

300

200 348 nm

324 nm
308 nm

100 274 nm
254 nm
260 nm
280 nm

5 10 15 20 25 30 35 min

Sekil 107. Meyve kisimlarinin (6MM) online-HPLC-FRAP yonteminde DAD
dedektoriiniin farkli dalga boylarindaki kromatogramlarin ¢akistirilmasi.
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Meyve kisimlarinin HPLC analizlerinde 1 nolu pik 254, 260, 280, 274, 308, 324 ve
348 nm dalga boylarinda ortak olarak bulundu (Sekil 107.).

mAU
1000 | 1 8
9
1
1
800 l 9
1
1 11
6
600
8 348
5 6 0 1 nm
9
400 2 6 10 324 nm
2 8 8 .
14 5 6 9 . 308 nm
2 9 -
274 nm
200 2 > 6 89 10y
2 5 5 6 10 11 254 nm
34 9
0 6 Yy § 1 260 nm
280 nm
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Sekil 108. Dal kisimlarinin (6DM) online-HPLC-FRAP yonteminde DAD dedektoriiniin
farkli dalga boylarindaki kromatogramlarinin gakistirilmasi.

Dal kisimlarinin HPLC analizlerinde DAD dedektoriiniin farkli dalga boylarinda 1,
6, 8, 9 ve 11 nolu pikler ortak olarak bulundu. 1 nolu pikin 348 nm’deki absorbansinin
diger dalga boylarina gore daha diisiik oldugu belirlendi. 8, 9 ve 11 nolu piklerin 308, 324
ve 348 nm’deki absorbanslar1 diger dalga boylarina gore daha biiyiiktiir. 280 nm dalga
boyunda numaralandirilan piklerin hepsinin var oldugu belirlendi (Sekil 108.).
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Sekil 109. Yaprak kisimlarinin (6YM) online-HPLC-FRAP yonteminde DAD
dedektoriiniin farkli dalga boylarindaki kromatogramlarinin gakistirilmasi.

Yaprak kisimlarinin HPLC analizlerinde 1, 6 ve 7 nolu pikler ortak olarak belirlendi.
1 nolu pik 348 nm’de diger dalga boylarina gore daha kiigiik, 6 ve 7 nolu pikler de 324 ve
348 nm’de diger dalga boylarina gore daha biiyiik olarak belirlendi. 9 nolu pikin 308 ve
324 nm’de, 4 nolu pikin de 280, 274, 324 ve 348 nm’de bulundugu tespit edildi (Sekil
109.).
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Sekil 110. Cekirdek kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP
yonteminde 595 nm’deki major pik alanlari.



Cekirdek kisimlarinin HPLC analizlerinden hesaplanan major pik alanlar1 Sekil
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110.”da verilmistir. Pik 4 i¢in alan digerlerinden daha biiyiik bulundu.
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Sekil 111. Meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP

Meyve kisimlarinin HPLC analizinde MM numunesinin major pik alani en biiyiik,

yonteminde 595 nm’deki major pik alanlari.

ZMM numunesinin ki ise en kiigiik olarak bulundu (Sekil 111.).

Tablo 9. Cekirdek ve meyve kisimlarinin HPLC analizlerinde major piklerin
alikonma zamanlari.

Numune

Numune | Pik1 | Pik2 | Pik3 | Pik4 Pik 1
ICM | 5219 | 6.994 | 15.088 | 36.269 IMM | 5315
2CM | 5.267 | 7.297 | 15.230 | 36.751 2MM | 5187
3CM | 5.309 |14.942 36.321 MM | 5313
4CM | 5.215 | 6.989 35.821 AMM 1 5 148
5CM | 5.262 36.795 SMM | 5 188
6CM | 5.189 36.364 6MM | 5176
7CM | 5.242 | 6.949 36.178 MM | 5534
8CM | 5.204 15.208 | 36.976 8MM | 5 289
ZCM | 5.248 | 7.480 37.272 ZMM | 5576
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Sekil 112. Dal kisimlarmin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-FRAP yonteminde 595
nm’deki major pik alanlari.

Dal kisimlarimin HPLC analizlerinden elde edilen major pikler Sekil 112.’de

verilmigtir. Numunelerde bulunan Pik 1’in alani diger piklerden daha biiyiik bulundu.
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Sekil 113. Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlariin online-HPLC-FRAP yonteminde
595 nm’deki major pik alanlari.

Yaprak kisimlarinin HPLC analizlerinde major pik alanlar1 Sekil 113.’de verilmistir.
8YM numunesinde major pikler arasinda en biiylik olan pik 6’dir. Diger numunelerde ise

pik 1 en biiyiik alana sahiptir.
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Tablo 10. Dal ve yaprak kisimlarinin HPLC analizlerinde major piklerin alikonma

500000 -
450000 -
400000 -
350000 -
300000 -
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -
50000 -
O -

400090

345999
350091
319704

444091

345701

zamanlari
Numune| Pik1 Pik 2 Pik 3 Pik 4 Pik 5 Pik 6 Pik 7 Pik 8

1DM 5.286 | 12.905 | 14.902 29.170 35.587
2DM 5.276 | 13.136 | 15.025 | 17.036 | 20.627 | 28.992 35.620
3DM 5.301 14.990 | 17.018 28.925 | 31.556

4DM 5.257 | 13.173 | 15.089 20.431 | 29.156 | 31.743 | 35.642
5DM 5.257 15.143 29.078 | 31.730

6DM 5.376 | 13.272 | 15.183 | 17.128 29.193 | 31.705

7DM 5.305 | 13.110 | 14.976 | 16.914 | 20.584 | 28.991 | 31.692

8DM 5.263 14.936 | 16.904 28.949 | 31.539

ZDM 5.272 14.907 | 16.883 29.268

1YM 5.266 16.764 | 24.471 | 29.135 | 32.142
2YM 5.295 14.937 | 16.786 28.897

3YM 5.274 15.044 | 16.964 29.243

4YM 5.336 7.716 | 11.107 17.330 | 24.955 | 28.629

5YM 5.375 7.804 | 11.304 | 15.259 | 17.337 28.606

6YM 5.301 15.215 24933 | 28.671 | 33514,6
YM 5.366 11.317 17.472 | 25.006 | 28.743

8YM 5.303 7.712 | 11.126 | 15.208 28.750

ZYM 5.249 17.398 29.608 | 32.546

Toplam Alan

S 222222222222 =2=2=2=2==2=2=2=2=2=2=2=2=2z2=z2====2==2:2
COOLLOLLLOLLUUSSSSSSSSS0o00000000A0O>>>>>>>> >
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Sekil 114. Meyve, ¢ekirdek, dal ve yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin online-

HPLC-FRAP yonteminde 595 nm’deki toplam pik alanlari.

Meyve, ¢ekirdek, dal ve yaprak kisimlariin metanollii ekstraktlarinin online-HPLC-
FRAP yonteminde 595 nm’deki toplam pik alanlar1 Sekil 114’de verilmistir. Cekirdek
kisimlar1 arasinda en biiyiik toplam pik alanina 1CM numunesinin ve en kii¢lik toplam pik

alanina ise ZCM numunesinin sahip oldugu bulundu. Meyve kisimlar1 arasinda en biiyiik
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toplam pik alanina 2MM numunesi ve en kiigiik alana 5SMM numunesi sahiptir. Dal
kisimlar1 arasinda 2DM numunesi en biiylik toplam pik alanina, 7DM numunesi en kii¢iik
toplam pik alanina sahiptir. Yaprak kisimlar1 arasinda 5YM numunesi en biiyiik toplam pik

alanina, 4YM numunesi en kiiciik toplam pik alanina sahiptir (Sekil 114.).

Toplam Ortalama Alan
350000 ~
296202
300000 - 256805
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -
41822 46987
50000 -
N e |
Cekirdek Meyve Dal Yaprak

Sekil 115. Meyve, cekirdek, dal ve yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin
online-HPLC-FRAP yonteminde 595 nm’deki ortalama alanlari
(ortalama alan, kugsburnu numunesindeki toplam alanin ortalamasi
alinarak hesaplandi).

Cekirdek kisimlarinin ortalama alani en kiiciik, dal kisimlarinin ortalama alani ise en
biiyiik olarak bulundu. Ortalama alanlarin kiiglikten biiylige dogru siralanisi; ¢ekirdek,
meyve, yaprak ve dal seklinde bulundu (Sekil 115.).
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Sekil 116. Cekirdek kistmlarinin HPLC analizlerinde vanilin ve vanilik asit i¢in
pik alanlar1 (280 nm’de).
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8CM numunesi en yiiksek vanilin miktaria sahiptir. 3CM ve ZCM numuneleri i¢in
vaniline rastlanmadig1 i¢in pik alani1 hesaplanamadi. Vanilik asit i¢in en biiylik pik alani

2CM numunesinde, en kiiciik 5CM numunesinde tespit edildi (Sekil 116.).

Askorbik Asit Pik Alanlari

400 - 380
350 -
300 -
250 1 218
200 - 176 178 - 191
150 1 108 108
100 - I I I 54
50 -

IMM  2MM  3MM  4MM  5MM  6MM  7MM  8MM  ZMM

Sekil 117. Meyve kisimlarinin HPLC analizlerinde askorbik asit i¢in pik alanlari
(280 nm’de).

Meyve kisimlarinin HPLC analizlerinde 8MM numunesi i¢in askorbik asitin pik

alan1 en biiyiik bulundu. En kiigiik alan ZMM numunesi i¢in belirlendi (Sekil 117.).

Gallik Asit Pik Alanlar

700
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582 553
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400 - 357 e 2
300 -
200 - 133 152
100 - III III
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Sekil 118. Dal kisimlarinin HPLC analizlerinde gallik asit i¢in pik alanlart (280
nm’de)

Dal kisimlarinin HPLC analizlerinde 3DM numunesi i¢in gallik asitin pik alani en

bliyiik bulundu. En kiiciik alan 4DM numunesi i¢in belirlendi (118).
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Gallik Asit Pik Alanlar
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Sekil 119. Yaprak kisimlarinin HPLC analizlerinde gallik asit i¢in pik alanlar
(280 nm’de)

Yaprak kisimlarinin HPLC analizlerinde 5YM numunesinin gallik asit pik alani en

biiyiik, 3YM numunesi i¢in en kiiciik olarak bulundu ($ekil 119.).
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Sekil 120. online-HPLC-FRAP ve offline-FRAP korelasyon grafigi.

online-HPLC-FRAP ve offline-FRAP degerleri ile elde edilen korelasyon grafigine
gore iki yontem arasinda uyum oldugu belirlendi (Sekil 120.).
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Sekil 121. online-HPLC-FRAP yontemi ve offline toplam fenolik madde tayini
yontemi korelasyon grafigi.

Online-HPLC-FRAP yonteminden elde edilen veriler ile toplam fenolik madde

miktari tayini yonteminden elde edilen verilere ait korelasyon grafigine gore iki yontem

arasinda uyum oldugu belirlendi (Sekil 121.).

3.3. Antimikrobiyal Aktivite

Tablo 11. Meyve, dal, yaprak ve g¢ekirdek kisimlarmin metanollii, ve etil asetatli
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite testi sonuglart: Inhibisyon yaricaplari

(mm).

Numuneler | E.c. St | Ca | Ss. Pa. | Lm. | Sa | An. | Toplam
1YE 8 8 11 - - - 12 - 39
2YE 7 8 9 - - - 10 - 34
3YE 7 12 11 - - - 17 11 58
AYE 11 11 13 - - - 14 - 49
5YE 8 12 12 - - - 15 - 47
6YE - 8 14 - - - 15 - 37
TYE 7 - 10 - - - 14 - 31
8YE 14 - 13 - - - 16 - 43
ZYE 7 - 9 - - - 9 - 25




Tablo 11’in devamu,
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Toplam 69 59 102 0 0 122 11 363
ICE 12 11 14 14 - 11 - 62
2CE 10 9 14 14 - 13 - 60
3CE 10 - - 15 - 13 - 38
4CE 11 - 13 12 - 15 - 51
5CE 10 7 14 9 - 14 - 54
6CE 11 7 15 16 - 15 - 64
7CE 10 - 13 14 - 12 - 49
8CE 14 - 12 - - 15 - 41
ZCE - - 13 - - 15 - 28

Toplam 88 34 108 94 0 123 0 447
1IME 10 11 10 10 9 11 - 61
2ME 10 8 10 10 9 9 - 56
3ME 11 10 9 10 - 9 - 49
4ME 10 9 10 10 10 11 - 60
5ME 10 10 10 10 9 9 - 58
6ME 10 10 8 11 8 10 - 57
TME 11 9 11 10 9 10 - 60
8ME 11 - 11 - 9 10 - 41
ZME 8 - 10 - 9 10 - 37

Toplam 91 67 89 71 72 89 0 479
1DE 10 11 12 15 - 14 10 72
2DE 10 7 13 15 10 15 12 82
3DE - - 13 15 10 15 12 65
4DE 10 - 11 14 - 16 - 51
5DE 8 - 15 11 - 15 9 58
6DE 10 11 10 12 11 16 11 81
7DE 7 - 12 15 15 14 - 63
8DE 15 - 12 - 15 15 7 64
ZDE 8 - 12 - 13 15 9 57

Toplam 78 29 110 97 74 135 70 593
1MM - - - 12 - 14 - 26
2MM - - - - - 13 - 13




Tablo 11°in devamu,
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3MM - - - 7 - - 11 18
4AMM - - - - - - 12 12
5MM - - - 10 - - 12 22
6MM - - - 12 - - 14 26
MM - - - 8 - - 15 23
8MM 11 - - - - - 11 22
ZMM 13 8 - - - - 12 33
Toplam 24 8 0 49 0 0 114 195
1DM 10 - - 11 - 14 12 47
2DM 7 - - 11 - 11 11 40
3DM 11 - - 11 - 10 10 42
4DM 10 - - 12 - 14 12 48
5DM 12 - - 8 8 9 10 47
6DM 10 - - 8 7 12 12 49
DM 10 - - 12 - 12 12 46
8DM 10 - - - - 11 11 32
ZDM - - - - - 11 10 21
Toplam 80 0 0 73 15 104 100 372
ICM 11 7 9 - - - 11 38
2CM 11 10 11 10 - - 13 55
3CM 10 9 8 10 - - 10 47
4CM 11 9 12 11 - - 13 56
5CM 10 9 10 10 - - 48
6CM 10 - 10 11 - - 39
7CM 11 12 11 11 - - 9 54
8CM 12 - 11 - - - 12 35
ZCM 10 - 10 - - - 9 29
Toplam 96 56 92 63 0 0 94 401
1YM 10 10 11 11 8 - 13 63
2YM 11 10 10 9 8 - 12 60
3YM 10 - 11 10 8 - 12 51
4YM 11 11 8 - - - 11 41
S5YM 9 12 10 8 - - 10 49
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Tablo 11’in devamu,

6YM 10 11 12 7 - - 10 - 50
7YM 7 9 12 - - - 13 - 41
8YM - - 11 - - - 11 - 22
ZYM 10 - 11 - - - 10 - 31
Toplam 78 63 96 45 24 0 102 0 408
su - - - - - - - - 0

Etil asetat 9 7 7 8 7 8 9 8 63
metanol 10 7 8 7 8 - 7 8 55

Mikroorganizmalar: E.c. : Escherichia coli, L.m.: Listeria Monocytogenes, S.a.:
Staphylococcus aureus,  P.a.: Pseudomonas aeruginosa, S.t.: Salmonella typhimurium,
A.n.: Aspergillus. niger, S.s.: Shigella sonnei, S.c.: S. Ceravisiae, C.a.: Clostridium
albicans, -: inhibisyon yok, NT: No Test

Tablo 12. Standartlarin antimikrobiyal aktivite testi sonuglari: Inhibisyon yarigaplari (mm)

Numuneler E.c. S.t. C.a. S.s. P.a. L.m. S.a. A.n.
Ampicilin 42 35 - 42 30 29 27 -
Cephazolin 45 37 - 42 30 32 29 -

Nystatin NT NT 20 NT NT NT NT 21
%070 Etanol - - - - - - - _

Mikroorganizmalar: E.c. : Escherichia coli, L.m.: Listeria Monocytogenes, S.a.:
Staphylococcus aureus,  P.a.: Pseudomonas aeruginosa, S.t.. Salmonella typhimurium,
An.: Aspergillus. niger, S.s.: Shigella sonnei, S.c.: S. Ceravisiae, C.a.: Clostridium
albicans, -: inhibisyon yok, NT: No Test

Sulu ekstraktlarla yapilan antimikrobiyal aktitivite testinde inhibisyon aktivitesi
gbézlemlenmemistir. Sadece 7YS numunesi Staphylococcus aureus’a karst 7 mm
yarigapinda inhibisyon gostermistir.

Metanollii ve etil asetatli ekstraktlarla yapilan antimikrobiyal aktivite testinde,
inhibisyon  etkisi  gosterdikleri  tespit edilmistir.  Etil  asetatlh numunelerin

mikroorganizmalara karsi toplam inhibisyon yaricaplar:t toplami olarak metanollii
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numunelere gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Tablo
11).

Meyve kisimlarinin etil asetath ekstraktlarinda toplam inhibisyon yarigap1 degeri en
bliyiik olan IME numunesi (61mm) en yiiksek aktiviteye sahip oldugu, en kiiciik toplam
inhibisyon yari¢ap1 degerine sahip olan ZME numunesinin (37 mm) ise en diisiik aktiviteye
sahip oldugu sdylenebilir (Tablo 11.).

Dal kisimlariin etil asetath ekstraktlarinda toplam inhibisyon yarigaplar1 degerleri
baz aliarak en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye 2DE (82 mm) numunesi ve en diisiik
aktiviteye 4DE (51 mm) numunesinin sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 11.).

Cekirdek kisimlarmin etil asetatli ekstraktlari ile yapilan antimikrobiyal aktivite
testinde, toplam inhibisyon yaricap: degerleri karsilastirilarak, en yiiksek aktiviteye 6CE
ve en diisiik aktiviteye ZCE numunesi sahiptir (Tablo 11.).

Yaprak kisimlarinin etil asetatli ekstraktlari ile yapilan antimikrobiyal aktivite
testinde, toplam inhibisyon yaricapt degerleri karsilastirilarak, en yiiksek aktiviteye 3YE ve
en diigiik aktiviteye ZYE numunesi sahiptir (Tablo 11.).

Toplam Inh. Cap1 (mm)
800 -
593
400 - 363
200 -
0
Yaprak Cekirdek Meyve Dal

Sekil 122. Meyve, yaprak, dal ve ¢ekirdek kisimlarinin etil asetatl
esktraktlarinin antimikrobiyal aktivite testinde toplam inhibisyon
yarigaplar1 (mm).

Meyve, dal, cekirdek ve yaprak kisimlarinin etil asetath ekstraktlari ile yapilan
antimikrobiyal aktivite testinde dal kisminin etil asetatli numuneleri, inhibisyon yarigapi
degerlerinin toplami baz alinarak en yiiksek aktiviteye sahiptir. En diisiik antimikrobiyal
aktivite ise yaprak kisimlarinin etil asetatli numunelerinde gozlemlenmistir (Sekil 122.).

Meyve kisimlarinin metanollii numuneleri ile yapilan antimikrobiyal aktivite

testinden elde edilen inhibisyon yarigaplar1 degerlerinin toplamlar1 karsilastirildiginda, en
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yiiksek aktiviteye ZMM numunesi (33 mm), diisiik aktiviteye ise 2MM numunesi sahiptir
(Tablo 11.).

Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite testinde en yiliksek
aktiviteye 6DM numunesi (49 mm), en diisiik aktivitye ZDM numunesi sahiptir (Tablo
11).

Yaprak kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite testinde en
yiiksek aktiviteye 1YM numunesi (63 mm), en diisiik aktiviteye ise 8YM numunesi (22
mm) numunesi sahiptir (Tablo 11.).

Cekirdek kisimlarmin metanollii ekstraktlar1 ile yapilan antimikrobiyal aktivite
testinde en yiiksek aktiviteye 4CM numunesi (56 mm) ve en dislik aktivite ise ZCM
numunesi (29 mm) sahiptir (Tablo 11.).

Tolam Inh. Cap1 (mm)

500 1 408 401 372
400 -
300 -
200 -
100 -
0 4

Yaprak Cekirdek Meyve Dal

Sekil 123. Yaprak, ¢ekirdek, dal ve meyve kisimlarinin metanollii
esktraktlarinin antimikrobiyal aktivite testinde toplam inhibisyon
yarigaplart (mm).

Meyve, dal, g¢ekirdek ve yaprak kisimlarmin metanollii ekstraktlar1 ile yapilan
antimikrobiyal aktivite testinde meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlari, inhibisyon
yaricapt degerlerinin toplami baz alinarak, en yiiksek aktiviteye sahiptir. En diisiik

antimikrobiyal aktivite ise meyve kisimlarinin metanollii ekstraktlarinda belirlendi (Sekil
123.).
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3.4. Karbonik Anhidraz (CA) Enzimi Inhibisyonu

Dal, yaprak, meyve ve ¢ekirdek kisimlarindan elde edilen sulu ekstraktlarin (1
mg/mL konsantrasyonda) karbonik anhidraz enzimi {izerine inhibisyon etkileri esteraz
aktivitesi tayini yOntemine gore arastirildi. Standart inhibitér olarak asetazolamid ve

stulfanilamid kullanildi.
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Sekil 124. Dal kisimlarinin sulu ekstraktlarinin karbonik anhidraz enzimi inhibisyon
degerleri (% inhibisyon)

Dal kisimlarinin sulu ekstraktlari ile yapilan CA inhibisyonu ¢alismasinda en yiiksek
%inhibisyon degeri ZDS numunesinde belirlendi. En diisiik inhibisyon etkisi ise 1DS
numunesinde belirlendi (Sekil 124.).
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Sekil 125. Yaprak kisimlariin sulu ekstratlarinin CA enzimi inhibisyon degerleri
(%inhibisyon).

Yaprak kisimlarmin sulu ekstraktlarinin  CA  enzimi inhibisyon aktivitesi
calismasinda 2YS ve 4YS numuneleri en yiiksek aktiviteye, 7YS numunesi ise en
diisiikaktiviteye sahiptir (Sekil 125.).

Cekirdek ve meyve kisimlarmin sulu ekstraktlar: ile yapilan CA enzimi inhibisyon

aktivitesi ¢alismasinda inhibisyon aktivitesi gézlemlenmedi.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde bircok bolgede yetismekte olan kusburnu bitkisinin farkli agaglardan
toplanan meyve, yaprak, dal ve cekirdek kisimlarinin metanollii, etil asetatli ve sulu
ekstraktlari ile biyoaktiktivite 6zelliklerinin arastirildigi bu ¢alismada antioksidan aktivite,
antimikrobiyal aktivite ve karbonik anhidraz (CA) enzimi {izerine inhibisyon etkileri
incelendi. Ayrica Online-HPLC-FRAP yontemi ile antioksidan aktivite arastirilarak offline
yontemle sonuglar karsilastirildi.

Toplam fenolik madde miktar1 yonteminde yaprak ve dal kisimlarimin metanollii
ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri meyve ve cekirdek kisimlarindan daha
yiiksek bulundu. Dal kisimlarinin metanollii ekstraktlari, yaprak kisimlarindan biraz daha
fazla fenolik madde igerdigi bulundu. Ayrica ¢ekirdek kisimlarinin da meyve kisimlarina
gore daha fazla fenolik madde igerdigi belirlendi Dal kisimlari arasinda 1DM numunesi
(468 ng GAE /mL) en fazla fenolik madde icerigine sahiptir. Yaprak kisimlari arasinda ise
en yiiksek fenolik madde icerigi ZYM numunesinde (463 pg GAE /mL) belirlendi(Sekil
19.). Dal, yaprak, meyve ve ¢ekirdek kisimlarin sulu ekstraktlari ile yapilan toplam
fenolik madde miktar1 analizlerinde dal ve yaprak kisimlarimin meyve ve cekirdek
kisimlarindan daha fazla fenolik madde icerdigi tespit edildi. Meyve kisimlarimin sulu
ekstraktlari, ¢ekirdek kisimlarinkilere gore daha fazla fenolik madde igerigine sahiptir. Dal
ve yaprak kisimlarinin sulu ekstraktlar i¢in ise yaprak kisimlarinda daha fazla fenolik
bilesik miktar1 oldugu tespit edildi (Sekil 37, 38). Meyve kisimlari igerisinde ZMS
numunesi diger sulu meyve numunelerine goére daha fazla fenolik kompozisyon
icermektedir (Sekil 29.). Sulu cekirdek numunelerinde en yiiksek fenolik madde 4CS
numunesinde, en diisiik ise 6CS numunesinde bulundu (Sekil 33.). Sulu dal kisimlari
arasinda en yiiksek fenolik madde igerigi ZDS numunesinde (169 pg GAE /mL) ve en
disik 1DS numunesinde (106 pg GAE /mL) belirlendi (Sekil 35.). Sulu yaprak
numunelerinde en yiiksek fenolik madde kompozisyonu 2YS numunesinde bulundu (Sekil
31.). Toplam fenolik madde tayini yonteminde, metanollii yaprak, dal ve g¢ekirdek
numunelerinin sulu dal, yaprak ve c¢ekirdek numunelerinden daha fazla fenolik
kompozisyana sahip olduklar1 bulundu. Sulu meyve kisimlarinda ise fenolik madde miktari
metanolli meyve kisimlarindan daha yiiksek bulundu (Sekil 37.). Su ve metanol

¢Oziiclilerinin kusburnu numuneleri icin fenolik bilesik ekstrakte etme 6zellikleri
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karsilagtirildiginda, metanoliin genel itibariyle daha fazla fenolik bilesik eldesi sagladig
testler sonucunda belirlendi. Toplam fenolik madde miktar1 testlerinde, kusburnu bitkisinin
dal ve yaprak kisimlarinin hem metanollii hem de sulu ekstraktlarinda daha yiiksek fenolik
madde miktar1 i¢erdiklerinin tespiti ile kusburnu bitkisinin bu kisimlariin fenolik bilesik
kaynag1 olugturmalar1 agisindan son derece dnemli olduklarini géstermektedir.

DPPH radikali temizleme aktivitesi yonteminde dal, yaprak, ¢ekirdek ve meyve
kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin SCso degerleri karsilastirildiginda, dal ve yaprak
kisminin ¢ekirdek ve meyve kismindan daha yiiksek radikal temizleme aktivitesi
gosterdikleri belirlendi. Meyve kisimlarinin metanol ekstraktlarinda aktivite, ¢ekirdek, dal
ve yaprak kisimlarminkilere gore daha diislik ¢ikti. Metanollii dal numunelerinde aktivite
en yliksek olarak belirlendi (Sekil 41, 42, 43 ve 44). Metanollii dal numuneleri arasinda
2DM numunesinin DPPH radikali temizleme aktivitesi en yiiksek (SCsp; 0,00214 mg/mL),
ADM numunesinin (SCsp; 0,00474 mg/mL) ise en diisiik oldugu belirlendi (Sekil 42.).
Metanollii ¢ekirdek kisimlarinda DPPH radikali temizleme aktivitesi en diisiik olan 6CM
numunesi (SCsp; 0,02567 mg/mL), en yiiksek olan ise 1CM numunesidir (SCsp; 0,01197
mg/mL). Cekirdek kisimlarinin DPPH radikali temizleme aktivitesi, testlerde kullanilan
standart antioksidan olan BHT ve Trolox’a gore daha disiik ¢ikt1 (Sekil 41.). Yaprak
kisimlarinin metanollii ekstraktlarinin DPPH radikali temizleme aktiviteleri arasinda en
yiiksek aktiviteye ZYM numunesinde (SCsp; 0,00353 mg/mL), en diisiik aktiviteye ise
7YM numunesinde (SCsp; 0,00706 mg/mL) rastland1 (Sekil 43.). Sulu ekstraktlarda yaprak
kisimlarinin DPPH radikali temizleme aktivitesi, dal, ¢cekirdek ve meyve kisimlarina gore
daha yiiksek bulundu (Sekil 44, 45, 46, 47). Yaprak kisimlarinda 2YS numunesinin
aktivitesi en yiiksek, ZYS numunesinin ise en digiiktiir (Sekil 47.). Meyve kisimlarinin
sulu ekstraktlar1 ile yapilan DPPH radikali temizleme aktivitesi testlerinde en yiiksek
aktivite SMS numunesinde (0,0048 mg/mL) tespit edildi (Sekil 44.). Cekirdek kisimlarmin
sulu ekstraktlarinda DPPH radikali temizleme aktivitesi diger kisimlara gore diisiik tespit
edildi (Sekil 45). Etil asetatli numunelerde en yiiksek DPPH radikali temizleme
aktivitesine dal kisimlarinin, en diisiik aktiviteye ise ¢ekirdek kisimlarinin sahip oldugu
belirlendi (Sekil 48, 49, 50, 51). Dal kisimlariin etil asetatl ekstraktlarinda en yiiksek
DPPH radikali temizleme aktivitesine 1DE numunesi sahiptir (SCsp; 0,0009 mg/mL). Etil
asetatli yaprak numunelerinin DPPH radikali temizleme aktivitesi dal numunelerinin
aktivitesinden sonra en yiiksektir (Sekil 49). Yaprak ve dal kisimlari etil asetatli numuneler

icerisinde meyve ve cekirdekten daha yiiksek DPPH radikali temizleme aktivitesine
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sahiptir (Sekil 52). Dal kisimlar1 arasinda en yliksek DPPH radikali temizleme aktivitesine
sahip olan metanollii ekstraktlardir (Sekil 53.). Sulu dal numuneleri DPPH radikali
temizleme aktivitesi en diisiik olan numunelerdir (Sekil 53.). Meyve kisimlarinin sulu
ekstraktlarinin ise metanollii ve etil asetatli ekstraktlardan daha yiiksek DPPH temizleme
aktivitesi gosterdikleri belirlendi (Sekil 52.). Yaprak kisimlarinin sulu ve metanollii
ekstraktlarinin DPPH temizleme aktiviteleri numunelere gore degisiklik gosterdigi, yani
bazi numunelerde metanollii ekstraktlarin aktivitesi yiiksekken bazi numunelerde sulu
ekstraktlarin aktivitesi yiiksek bulundu (Sekil 54.).

Yapilan antioksitan aktivite belirleme ¢alismalar1 sonucunda meyve kisimlarinin sulu
ekstraktlarinin aktivitesinin yiiksek oldugu bulunmustur. Meyve kisimlarinin metanollii
ekstraktlarinda antioksidan aktivitenin diisiik oldugu bulunmustur. Dal, yaprak ve ¢ekirdek
kisimlarinin metanollii ekstraktlarinda antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu bulunmustur.
Yaprak ve dal kisimlarinin antioksidan 6zellikleri, meyve ve ¢ekirdek kisimlarindan daha
yikksek oldugu goriilmiistiir. Cekirdek kisimlarinin metanollii, etil asetatli ve sulu
ekstraktlarinin diger bitki kisimlarmin ekstraktlarindan daha diisiik aktiviteye sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Dal ve yaprak kisimlarimin ekstraktlarin antioksidan
aktivitelerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.

Sulu kisimlarla yapilan karbonik anhidraz enzimi inhibisyon etkisi ¢alismasinda dal
ve yaprak kisimlarinin inhibisyon 6zelligi tasidiklari belirlenmistir. Dal kisimlarinin yaprak
kisimlarina gore daha yiiksek inhibisyon aktivitesine sahip olduklar1 bulunmustur.
Cekirdek ve meyve kisimlarimin sulu ekstraktlarinda ise CA enzimine karsi inhibisyon
ozelligi gostermedikleri tespit edilmistir.

Antimikrobiyal testlerde metanollii ve etil asetatli ekstraktlarin, mikroorganizmalarin
bliylimelerini engelleyici inhibisyon 6zelligine sahip odluklar1 belirlenmistir ve etil asetatl
numunelerin metanolliilere gore daha yiiksek aktivite gosterdikleri bulunmustur (Tablo
11). Sulu kisimlar ise antimikrobiyal testlerde herhangi bir aktivite géstermemistir.

Metanollii ekstraktlarla yapilan HPLC analizlerinde, dal ve yaprak kisimlarinin
online-FRAP degerleri daha yiiksek ¢ikmistir. En diisiik online-FRAP aktivitesine ¢ekirdek
kisimlarinda rastlanmistir. Yapilan analizler sonucunda elde edilen kromatogramlar
laboratuarda mevcut olan standartlarin kromatogramlariyla karsilastirilarak; c¢ekirdek
kisimlarimin vanilin ve vanilik asit icerdigi, yaprak ve dal kisimlarinin gallik asit icerdigi

ve meyve kisimlarinin da askorbik asit icerdigi belirlendi.
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Online-HPLC-FRAP yonteminden elde edilen antioksidan aktivite degerleri ile
offline-FRAP yonteminden elde edilen degerler karsilastirilarak, iki yontem arasinda
korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica HPLC analizlerinden elde edilen veriler toplam
fenolik madde miktar1 yontemiyle de korelasyon gdstermistir.

Kusburnu bitkisinin yaygin olarak meyvesinden yaralanilmaktadir. Bu ¢aligmada dal
ve yaprak kisimlarinin onemli derecede biyoaktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bu nedenle
yaprak ve dal kisimlarinin kullaniminin elverigli hale getirilmesi ve yayginlastirilmasi
amaciyla ileri ¢alismalar yapmak faydali olacaktir.

Karbonik anhidraz enzimi inhibitdrleri farmakolojik olarak yiiksek oneme sahip
maddelerdir. Kusburnu bitkisinin yaprak ve dal kisimlarinda gozlemlenen CA enzimi
inhibisyon aktivitesinden sorumlu olan bilesiklerin arastirilmasi, belki de yeni bir CA
enzimi inhibitoriinlin varliginin tespiti agisindan faydali olacaktir.

Sonug olarak farkli kusburnu agaglarindan elde edilen ekstraktlarin biyoaktivite

acisindan biiyiik bir 6neme sahip olduklar1 goriilmiistiir.
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