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This study was carried out with the aim of isolating precious chemical components present in fruit pulps (apple and
tangerine) by chromatographic methods (column chromatography, TLC etc.), determining their chemical structures
by spectroscopic methods and examining the antioxidant capacity. In this context, fruit pulps were obtained from
Tokat DIMES, factory. The fruit pulps were dried in room conditions. Destilated water was added to the fruit pulps
and boiled for 2 hours. The resulting water phases were subjected to extraction with ethyl acetate and n-butanol
organic solvents, respectively. From the obtained extracts. 6 chemical components were purified by chromatografic
methods. These natural compounds were identified by the spectroscopic methods (HPLC-TOF/MS, NMR) to be 5-
hydroxy maltol, protocatechic acid, quercetin, gallic acid, gentisic acid and kojic acid. The antioxidant activities of
apple pulp extracted with ethyl acetate and n-buthanol as well as the isolated 5-hydroxy maltol compound was
determined. The antiproliferative activity of the isolated kojic acid obtained from ethyl acetate extract of apple pulp
were investigated against the HeLa cell lines.
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1. GIRIS

Yasadigimiz gezegende insanlarin kaliteli bir hayat siirmesi i¢in saglikli yaslanmalar1
gereklidir. Hastalanan her birey, dogrudan bir hekime basvurarak tedavi olmaya
calismaktadir. Hekim, hastaya tedavi amagli sentetik ilaclari regete olarak yazmaktadir.
Genellikle bu sekilde hastalar tedavi edilmektedir. Bazi hastalar ise, normal tipta
bulamadig1 tedaviyi, geleneksel ve tamamlayict tip ile bulmaya c¢alismaktadir.
Geleneksel tedavi yontemi aslinda, asirlardir halk arasinda sifali olarak adlandirilan
bitkilerin, bazen kaynatilip suyu icilerek bazen de havanda doviildiikten sonra yarali

bolgenin tlizerine kaplanmasi ile insanlarin sifa bulmasidir.

Geg¢mis zamanlarda insanlar genellikle doktorlarin 6nerdigi sentetik ilaglari kullanarak
tedavi olmaktaydilar. Lakin, son yiizyilda yasanan savaslar, fabrikalardan rastgele
cevreye atilan kimyasal atiklar, insanlarin sagliksiz beslenmesi ve spor yapmamasi
sonucu, saglikli insan hiicrelerinin zamanla mutasyona ugramasiyla ¢agimizin meshur
hastalig1 kanser olusmaktadir. Kanser, asama agsama insan biinyesinde ¢ogalmaktadir.
Genellikle kanserin 1. ve 2. evrelerinde insanlar hasta olduklarin1 bilmemektedirler. Ne
yazik ki ¢ogu insan kanser hastasi oldugunu, yakalandig1 kanserin son evresinde farkina
varmaktadirlar. Ister erken safha da ister son safha da olsun kanseri yenmek kolay
degildir. Son ¢eyrek asirda siklikla tedavi yontemi olarak ilag tedavisi (kemoterapi)
uygulanmakta ve kanserli kisim yeteri kadar azaldiginda, kii¢iik bir operasyonla kanserli
kitle alinmaktadir. Daha sonra kanser hiicrelerinin tekrar canlanma ihtimali vardir.
Ciinkii kanserli hiicreler kan yoluyla viicudun her tarafina ulasabilirler. Kemoterapi ise
yarayabilir fakat her insanin buna dayanma giicii farklidir. Ayrica ameliyat ile hastalikli
kismi almak sadece gecici bir ¢oziim olmaktadir. Kanserli hiicreleri kesin olarak

viicuttan atmak gereklidir.

Zaman icinde geleneksel tedavilerde kullanilan bitkilerin, bilim insanlari tarafindan

laboratuvar arastirmalarinda kullanilmasi sonucu, bazi kanser hiicrelerine karsi olumlu



sonuglar alinmistir. Bu sonuglardan sonra daha fazla bitkisel kokenli ilaglar, hemen
hemen her kanser hiicresi ¢esidine uygulanmistir. Bazilar1 ¢ok olumlu sonug verirken
bazilar1 hi¢ sonu¢ vermemistir. Bu ger¢ekten umut verici bir durumdur. Yakin gelecekte
bu tiir calismalarin daha da artmasi ile kanser hastaliklarinin tedavisinde basari

yiizdesinin artacagi beklenilmektedir.

Bitkilerden elde edilen kimyasal bilesenlerin yapilarinin belirlenmesinde pek ¢ok
spektroskopik yontemler kullanilmaktadir. Ultraviyole-goriiniir bdlge absorpsiyon,
atomik absorpsiyon, infrared, niikleer manyetik rezonans (NMR) ve kiitle GC-MS,
HPLC-TOF/MS) gibi ¢esitli yontemler vardir. Ultraviyole-goriiniir bolge absorpsiyon
spektroskopisinde ¢ozelti ic¢indeki kimyasal bilesigin absorpladigi foton miktar
belirlenerek, kimyasal bilesigin hangi dalga aralifinda oldugu tayin edilebilir. Infrared
cihazinda ise kimyasal bilesigin i¢cindeki atomlarin titresimleri gézlemlenerek, kimyasal
bilesigin yapisini bulmak i¢in O6nemli ipuclar1 elde edilebilir. Niikleer manyetik
rezonans cihazina yerlestirilen kimyasal bilesige uygulanan manyetik alan sonucu
cihaza baglh ekranda, organik bilesigin C ve H iskeletini gosteren pikler olusur ve bu
piklerin okunmas1 vasitasiyla Kimyasal bilesigin kimyasal yapisi ve sterokimyasi
¢oziilebilir. Kiitle spektrometresi yardimiyla kimyasal bilesigin molekiil agirligi tayin
edilebilir. Birka¢ spektroskopik yontem kullanilarak kimyasal bilesigin yapisi kesin

olarak belirlenebilir.

Gelismis iilkelerde geri doniisiimiin énemi ¢ok fazladir. Oyle ki bazi iilkeler, diger
iilkelerden geri déniisiim igin atik madde istemektedirler. Ulkemizde ise geri doniisiim
pek fazla kullanilmamakta ve hatta kullanilsa bile gelismis yontem ve metodlara
basvurulmamaktadir. Ornegin bu tez ¢alismasinda kullanilan atik meyve posalarmin,
tilkemizde yeniden kullanilma alanlar1 genellikle yem sanayisi gibi oldukca diisiik
maliyetli yerlerdir. Oysa yapilan bu tez ¢aligsmasi sonucu elde edilen ve ileri diizeyde
caligmalar ile daha fazla elde edilebilecek ¢ok sayida degerli bilesikler, meyve
posalarinda mevcuttur. Ancak attk meyve posalarindan degerli kimyasallarin elde

edilmesi i¢in endiistriyel Ol¢ekte ileri teknolojinin kullanilmasindan ziyade, az ama



garanti licret alinan yem sanayisinde degerlendirilmektedir. Atk meyve posalarindan
elde ettigimiz degerli kimyasallarin yurt disi menseli satict firmalarin kataloglarina
bakildiginda bu kimyasal bilesenlerin grami hatta miligram fiyatlar1 oldukga yiiksektir.
Fakat meyve suyu fabriklarinin da ellerindeki atik meyve posalarini, yem sanayisinde
degerlendirmelerinin baslica sebebi, lilkemizde bu tiir degerli kimyasallarin yeniden

degerlendirilip elde edilebilecegi bir yontem ve tesis bulunmamaktadir.

Cizelge 1.1 DIMES'den elde edilen yillik atik posa miktarlar1 (2014 yil1 verileri)

Meyve Ad1 Toplanan Atik Posa

Beyaz iiziim 202 Ton
Elma 650 Ton

Nar 1125 Ton

Limon 3500 Ton
Mandalina 23 Ton
Greyfurt 288 Ton

Portakal 14000 Ton
Visne 430 Ton
Seftali 820 Ton
Kayisi 314 Ton
Kirmizi Uziim 20 Ton

Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan atil durumdaki meyve posalart Tokat DIMES
fabrikasindan temin edildi. Meyve posalar1 oda sartlarinda kurutuldu. Meyve posalarina
saf su ilave edildi ve 2 saat kaynatildi. Elde edilen su fazi sirasiyla etil asetat ve n-
biitanol organik c¢oziiclileri ile ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyonlar doéner
buharlastirici cihaz yardimiyla g¢oziiciileri uzaklastirildi. Geriye kalan ekstraktlardan
kromatografik yontemlerle 6 adet kimyasal bilesen saflastirildi. Bu dogal bilesiklerin
yapilart spektroskopik metodlarla (HPLC-TOF/MS, NMR) belirlenerek 5-hidroksi
maltol, protokatesik asit, Kuersetin, kojik asit, gallik asit ve gentisik asit olduklari
belirlendi. izole edilen 5-hidroksi maltol bilesigi, elma etil asetat ve n-biitanol
ekstrelerine antioksidan aktivite testleri yapildi. Ayrica kojik asit bilesiginin Hela

hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktivite ¢caligmasi gerceklestirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hastaliklar ve Sekonder Metabolitler

2.1.1. Kanserin Tanim

Genetik bir hastalik olan kanser, hiicresel gelisimi kontrol eden genlerde hasar meydana
getirip kontrolsiiz hiicre biliylimelerine yol ag¢maktadir. Genelde kalitsal degildir
(Horvathova et al. 2007). Ancak, kanser olaylarimin %1'inde, esey-kok hiicrelerinin
cesitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim,

yeni neslin kansere yatkinligini olusturur (Cummings and Klug 2002).

Insanlarin yakalandiklar: kanserler, biyolojik ve klinik bakimlardan birbirlerinden ¢ok
farkli 6zellikleri olan ortalama 100 degisik hastaliktan olusmaktadir. Bazilar1 ¢cok yavas
ilerleyen, tedavi edilmediklerinde bile uzun yillar boyu yasama olanak veren
durumlardir. Diger yandan tedavi edilmediklerinde genelde aylar i¢inde organdan
organa metastaz olarak oliime yol acabilen saldirgan kanserler de bilinmektedir (Prieto
and Lambert 1999).

2.1.2. Kansere Neden Olan Etmenler

Etrafimizda bulunan kimyasal ve biyolojik ajanlar, kanser olusumunda oldukga etkilidir.
Bu ajanlar hiicre igerisindeki proteinler, lipitler ve en Onemlisi hiicrenin genetik
materyali olan niikleik asitler ile etkilesmektedirler. Tek bir ajan, timor olusumunda
etkili degildir. Baslatic1 (initiator) karsinojenler genetik degisikliklere sebep olur, daha

sonra artirict (promoter) karsinojenler bu mutasyona ugramis hiicrelerin ¢ogalmasini



uyarir, baslaticilar kendileri karsinojen degildir. Hiicrelerin karsinojen maddeye
baslaticilardan 6nce maruz kalmis olmasi gerekir, ne kadar zaman 6nce oldugu 6nemli
degildir. Kimyasal karsinojenler, alkilasyon ajanlari, polisiklik ve heterosiklik
hidrokarbonlar, aromatik aminlerdir. Cok sayida DNA ve RNA viriislerinin canlilarda
amiplerden primatlara kadar hayvan tiirlerinde ve viral orijinli insan kanserlerine yol
actig1 bulunmustur. Kansere yol agan viriisler, degisik mekanizmalarla hiicrelerde
doniistime yol agarlar (Clayson 2000; Cotran et al. 1999; Livolsi et al. 1994; Prieto and
Lambert 1999; Von Gadowet et al. 1997).

2.1.3. Kanserin Tedavi Edilmesi

Kanser tedavisinde ii¢ ana yaklasim vardir: cerrahi, radyasyon ve kimyasal tedavi.
Kimyasal tedavi sitotoksik ilaglarla az sayidaki kanser tiirii i¢in tercih edilen bir
yontemdir. Bu ilaclarin etkinligi; kanserin tipine, hastanin biyolojik ve fizyolojik
durumuna, tiimoriin biiylimesi veya yayilip yayilmadigina baglidir. Bir¢ok tiimorde

cerrahi ve radyasyona yardimci olarak kullanilir (Bokesoy vd. 2000).

Kanserin kimyasal tedavisinde ii¢ hedef vardir. Birincisi kesin tedavi; kullanilan
ilaglarla timoriin - biiylimesini  engelleyecek oliimciil  sitotoksik etki saglamak
istenmektedir. Ideal olarak bu ilaglarin sadece maliyn hiicreleri etkilemesi amaglanir.
Ikincisi, kontrol; eger kanserin tamamen ortadan kaldirilmasi miimkiin degilse,
bliyiimesini durdurmak ve yayilmasini Onlemek, hastanin normal hayatim
siirdiirmesidir. Uciinciisii anlik tedavi; kanser son evrede ise kesin tedavisi ve
yayilmasini engellemek miimkiin olmayabilir. Boyle durumda, hastaligin belirtilerine

yonelik tedavi ve hayat kalitesini artirmak hedeflenir (Bokesoy vd. 2000).



2.1.4. Oksidasyon ve Antioksidan Aktivite

Oksidasyon, bir atom ya da molekiiliin bir alictya elektron vermesi olayidir. Insan
biinyesindeki ve besinlerdeki lipidler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler
oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma igin zararli olabilecek oksidasyon
tirtinleri olusturabilmektedir. Bilim diinyasinda buna “Oksidatif stres” denilmektedir
(Ruacan 2003). Oksidatif stres baz1 kanser tiirleri ve koroner kalp hastaliklar1 gibi ¢esitli
kronik hastaliklarin riskini artirmanin yani sira, Parkinson gibi norodejeneratif
rahatsizliklarla hiicre ve deri yaslanmasina da neden olmaktadir (Ame et al. 1993;
Gerber et al. 2002; Kris-Etherton et al. 2002; Papas 1996).

2.1.5. Antioksidan Aktivite Acisindan Yapi-Aktivite Iliskisi

Antioksidan aktivite; ekstraksiyon metoduna, ¢oziiciistiniin polaritesi ve tiiriine, izolasyon
tekniklerine ve aktif bilesiklerin safligina baghdir (Meyer et al. 1998). Bu faktorin
haricinde ekstraksiyon siiresinin de antioksidan aktiviteyi etkiledigi tespit edilmistir
(Lapornik et al. 2005). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin kimyasal yapisina
bagli oldugu rapor edilmistir. Antioksidan aktivite i¢in antioksidanin diger bilesiklerle
etkilesimi 6nemli oldugundan, bir bilesigin antioksidan potansiyeli antioksidan test
sistemine, ayni test sistemi icin ¢dziicii polaritesine gore farkliliklar gosterebilmektedir
(Livolsi et al. 1994). Bu sebepten bir bilesigin antioksidan aktivitesi belirlenirken, bu
bilesigin bir yontemde giiclii bir antioksidan, baska bir yontemde ise prooksidant oldugu

rapor edilmistir (Tozlu et al. 2011).



2.2. Calisilan Meyvelere Ait Literatiir Bilgisi

Tiim diinyada 6liim nedenleri arasinda kalp hastaliklar1 birinci, kanser hastaliklar ise
ikinci siradadir. Diinya Saglik Orgiitii, bu yaygin hastaliklardan korunulmasi icin daha
fazla meyve ve sebze tiikketilmesini dngoren bir program onermektedir. Bunun baslica
nedeni; meyve, sebze ve tiirevi gidalarin en zengin antioksidan kaynagi olmasi ve
kanser ve kalp hastaliklar1 riskini azaltmasidir. Meyve ve meyve suyunda bulunan
antioksidan bilesiklerin en bilinenleri karotenoidler ile C ve E vitaminleridir. Ancak,
son 20 yilda yapilan arastirmalar fenolik bilesiklerin bu agidan daha etkili oldugunu
kanitlamistir. Fenoliklerin baslica 6rnekleri; katesin, epikatesin, kaempferol, Kuersetin,
naringenin, hesperidin, floridzin ve siyanidin ile delfinidin, malvidin gibi
antosiyaninlerdir. Turuncu rengin kaynagi olan karotenoidler seftali, kayist ve
portakalda; kirmizi-mor rengi veren antosiyaninler vigne, liziim, erik ve narda; buruk
tadin kaynagi olan katesin ve epikatesinler ise elma, armut, ayva gibi meyvelerde daha
cok bulunmaktadir. Tirk Gida Kodeksi'ne gére meyve orant meyve suyunda %100
olmalidir. Meyve nektarinda ise minimum meyve orani ¢eside gore degismektedir ve
visne nektarinda %35, kayisi nektarinda %40, seftali nektarinda %45, portakal
nektarinda %50’ dir (Eksi 2006).



2.3. Bitkiler ve Sekonder Metabolitler

2.3.1. Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolitler primer metabolitlerden farkli olarak, bitkilerin hayatlarini devam
etmelerini saglamasi i¢in degil, savunma ve ekolojik cevreden etkilenmemesi i¢in
bitkiler tarafindan iiretilen ve kullanilan dogal kimyasal bilesiklerdir. Ciinkii canlinin
kendisini diger canlilardan korumasi, bulundugu zorlu ¢evre sartlarinda hayatta
kalabilmesi i¢in sekonder metabolitler hayati 6neme sahiptir (Lemriss et al. 2003).
Sekonder metabolitler farkli renk, koku ve tat gibi 6zellikleri olan kimyasal bilesiklerdir
(Vining and Ebreo 1990).

Sekonder metabolitler genelde bitkilerde, bakteri ve mantarlarda iiretilirler. Bitkilerin
ortamla uyumunda, korunmasinda ve yasamaya devam etmesinde sekonder metabolitler
olduk¢a oOnemlidirler. Tabiatta kesfedilen sekonder metabolitler genelde piroller,
terpenler, flavonoitler, peptitler, glikopeptitler, indoller ve alkaloitlerdir (Dong and
Liang 2003).

Bitkilerin tirettigi sekonder metabolitlerden bazilari, bazen sadece bir bitki tarafindan
uretilir. Bagka bir bitkide ayn1 durumdan miizdarip olmasina ragmen farkli bir sekonder
metabolit iireterek kendisini koruyabilir. Farkli bitki tiirlerinin her biri ayn1 veyahut
farkli etmenlerden dolay1 kendilerini korumak ve yasamlarini devam ettirebilmek icin
binlerce sekonder metabolit tretebilirler. Bilim insanlari, bitkilerden elde ettikleri
sekonder metabolitler sayesinde kimya sanayisinde kullanilabilecek ¢ok degerli
kimyasal bilesenleri iiretebiliyorlar (Oskay and Oskay 2009).



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Yapilan Islemler

3.1.1. Materyallerin Temini:

Tez projesi kapsaminda kullanilan materyaller, Tokat ilinde hizmet veren DIMES
meyve suyu fabrikasindan saglandi. Ilgili kurulustan alinan meyve suyu posalarinin
tasinma iglemi uygun sicaklikta gerceklestirildi. Giines gérmeyen agzi kapakli koyu
cam kaplarda saklanan ve havalandirma sorunu olmayan yerlerde, materyaller muhafaza

edildi.

Kullanilan Kimyasallar

Etil asetat (Merck), metanol (Merck), hekzan (Merck), diklorometan (Merck),
kloroform (Merck), n-biitanol (Merck), silika jel, TLC (ITK) tabakalar, kromatografik
izolasyon ¢aligmalarinda kullanildi. HPLC/TOF-MS analizleri i¢in %0.1 formik asit ve
asetonitril ¢oziiciileri kullanildi. Antioksidan ve diger indirgeme testleri i¢in Biitillenmis
hidroksianisol (BHA), tert-Butilhidrokinon (TBHQ), Biitillenmis hidroksitoluen (BHT),
C vitamini, troloks, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), linoleik asit, fosfat tamponu, a-
tokoferol, Trikloroasetik asit (TCA), 2-tiyobarbitiirik asit (TBA),
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA), KszFe(CN)g sodyum fosfat, amonyum molibdat,
Demir klortir (FeCl), Na,S,03 kullanildi.

NMR analizleri igin ¢oziicii olarak doteryumlu ¢oziiciler (DMSO ve CD3;0D)
kullanildi. Kanser ¢alismalart icin DMEM (Dulbecco’sModifiedEagleMedium), tripsin
EDTA, HeLa (insan rahim kanseri hiicresi) kullanildi.



3.1.2. Oziitlenme (Ekstraksiyon) Islemi:

Demirtas ve arkadaslarinin yaptiklart bir ¢alismada (Demirtas et al. 2013), suda
coziinebilen fenoliklerin alinmasi i¢in etil asetat ¢oziicii ekstraksiyonu yontemi
kullanildi. Benzer metod kullanilarak gelistirilen ekstraksiyon cihazi Sekil 3.1'de
goriilmektedir. Bu amagla, Ayhan AKBEK tarafindan tasarlanan ve Nizip sanayisinde
yaptirilan 25 Lt kapasiteli ve ugucu kismin geri kazanilmasii saglamak igin, geri

sogutuculu ve 1s1 kontrollii destilasyon diizenegi kullanildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Meyve posalarini kaynatma iglemi i¢in kullanilan destilasyon diizenegi

Belirli miktarda meyve posasi, suda 2-3 saat reflilks altinda kaynatildi. Elde edilen
karisim Once bir bez ile, sonrada siizge¢ kagidinda siiziildii. Elde edilen sulu faz,
sirastyla etil asetat ve n-biitanol c¢oziiciileri kullanilarak ekstraksiyon islemleri

gergeklestirildi (Sekil 3.2).
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Saf su eklendikten sonra

Etil Asetat eklenip calkalama

Etil Asetat Fazi
A Fazinda Kalanla
Geriye kalan-su fazina n-biitanol ekleme

n-biitanol Faz1

Sekil 3.2 Meyve posalarina uygulanan ektraksiyon basamaklar1

Elde edilen fraksiyonlarin ¢oziiciisii uzaklastirildiktan sonra izolasyon ve aktivite test
islemleri igin hazir hale getirildi (Demirtas et al. 2013). Aymi ¢oziicti sisteminde bu
islem 2-3 defa ekstraksiyona tabi tutuldu ve elde edilen biitiin ekstraktlarin ¢oziiciileri

uzaklagtirildu.

3.2. Kullanilan Saflastirma Metotlar:

3.2.1. Fraksiyonlandirma islemi

Hedef fraksiyonun belirlenmesi i¢in meyve posasi, ekstraksiyon islemine tabi tutuldu.
Ayirma hunusine aliman ham meyve posa ekstrelerinden elde edilen fraksiyonlar



apolardan polara dogru artan ¢oziicli sistemi kullanilarak fraksiyonlandirildi. Her bir

fraksiyon ayr1 ayri toplandi ve ¢oziiciileri doner buharlastiricida uzaklastirildi.

3.2.2. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi ¢alismalar1 i¢in farkli ebatlarda ve ozellikte kolonlar kullanildu.
Fraksiyonlandirma islemi sonucunda elde edilen hedef ekstredeki bilesenlerin ayrilmasi
icin kolon kromatografisi islemi uygulandi. Kolon kromatografisi cam kolonlarda dolgu
maddesi kuru ylikleme/bulamag yaparak gerceklestirildi. Ekstre uygun bir ¢oziiciide
¢ozildi ve ardindan igine bir miktar silika jel eklendi. Ekstre i¢indeki ¢6ziicii doner
buharlastiric1 ile geri kazanilarak, ekstrenin silika jel tarafindan emilmesi saglandi.
Silikajel ve ekstrenin i¢inden ¢oziicliyli tamamen uzaklastirmak i¢in oda sicakliginda bir
gece bekletildi. Kolona ilk olarak silika jel dolduruldu ve bir hortum yardimiyla kolon
ceperlerine yavas yavas vurularak silika jelin kolon ig¢ine iyice oturmasi saglandi.
Silikajelin kolon igindeki iist tabakasi diizlestirildikten sonra toz silika jel ve ekstre
karisimi kolona dolduruldu. Ekstre-silika jel karisimindan olusan tabakanin iist yiizeyi
diizlestirildi ve bu tabakanin iizerine cam yiinii/pamuk/deniz kumu dikkatli bir sekilde
yerlestirildi. Kolon kromotografisinde ayirimi yapilacak karisimlarin ¢oziicii sistemleri

ince tabaka kromotografisi ile belirlendi.

3.2.3. ince Tabaka Kromatografisi

Herhangi bir karisim igindeki bilesenlerin kalitatif analizinin yapilmasini1 saglayan
kromatografi ¢esididir. Aliiminyum plakalar iizerine silikajel ya da alimiina partikiilleri
yerlestirilmis tabaklar ticari olarak mevcuttur. Uygun aparatlarla destek fazi cam
plakalar iizerine cekilerek preparatif olarak da kullanilabilir. Numune uygulamasi
kapiler bir tiip kullanilarak yapilir. Uygulanan numune spotlar1 kuruduktan sonra plaka

az miktar mobil faz igeren cam bir tank i¢ine alinir. Mobil faz plakanin iizerine yukariya
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dogru kapiler etki ile tirmanir. Uygulama sonrast madde spotlar1 UV (254 ve 366 nm)
15181 altinda kontrol edilir. UV (ultraviyole) 15181 altinda goriinmeyen bilesenler iyot,
seriksiilfat gibi reaktiflerle goriiniir hale getirildikten sonra degerlendirme yapilir. R¢
degerleri ayn1 olan maddeler ayn1 maddeler olarak degerlendirilir. Bu ¢alismada ITK
uygulamalari kolon kromatografisi ile toplanan fraksiyonlardan ayni olanlarini
birlestirmek icin kullanilmistir. Spotlarin goriintir hale getirilmesi islemi seriksiilfat

¢ozeltisi ile yapilmastir.

3.2.4. HPLC-TOF/MS

Meyve posasi etkstrelerinin fenolik bilesen analizi Agilent marka, 1260 Infinity HPLC
modeli ve 6210 Time of Flight, LC/MS dedektorii ve ZORBAX SB-C18 (4,6 x 100
mm, 3,5 um) kolonu ile kantitatif yapildi (Sekil 3.3). Hareketli faz olarak igerisinde
%1'lik formik asit bulunan ultra saf su ve asetonitril kullanildi. Akis oran1 dakikada 0.6
ml olarak, enjeksiyon hacmi 10 puL ve kolon sicakligi 35°C olacak sekilde programlama
yapildi. A (Su), B (asetonitril). Solvent programi, 0-1. dakika araliginda %10 B; 1-20.
dakika araliginda %50 B; 20-23. dakika araliginda %80 B; 23-30.dakika araliginda%210

B ¢oziiciisii kolondan gececek sekilde programlama yapildi.

Sekil 3.3 HPLC-TOF/MS cihazi
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3.2.5. NMR Spektroskopisi

Kromatografik yontemler sonucu izole edilen bilesiklerin yapilarini tayin etmek igin
Cankir1 Karatekin Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda var olan 600 MHz
NMR cihazi kullanilarak (Sekil 3.4) bilesiklere ait *H, **C, DEPT, HSQC, HMBC ve
COSY NMR'lar1 dotero goziiciilerle (DMSO, CD3;OD, CDCl3) alinarak kesin yapilar
tayin edildi.

Sekil 3.4 600 MHz NMR cihazi

14



3.2.2. Biyolojik Aktivite Testleri

3.2.2.1. Antioksidan Aktivite Testleri

Total Antioksidan Kapasite

Bitki ekstrelerinin toplam antioksidan kapasitesi, spektrofotometrik fosfomolibden
yontemine gore calisildi. Bu yontem, ortamda bulunan Mo (VI)'iin ortama konan
indirgeyici ajan tarafindan Mo (V)'e indirgenmesi sonucu olusan yesil rengin
spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanmaktadir (Prieto and Lambert 1999). 1
mg/mL konsantrasyonda olan stok ekstre ¢ozeltisinden alinan 200 pL 6rnek ve 2 mL
reaktif cozeltisi (0,6 M'lik siilfiirik asit, 28 mM'lik sodyum fosfat ve 4 mM'lik
amonyum molibdat) tiiplere konularak agizlar1 kapatildiktan sonra 95°C’de 90 dakika
inkiibe edildi. Ornekler oda sicakliginda sogutuldu ve 695 nm dalga boyunda kér drnege
(0,2 mL metanol, 2 mL reaktif ¢ozeltisi) kars1 absorbans okutuldu. Total antioksidan

kapasite sonuglart mg a-TE (a-tokoferol ekivalenti) /g ekstre seklinde verildi.

Indirgeme Giicii Tayini

1 mL farkli konsantrasyonda hazirlanmis ekstraktlar (ve standartlarin; BHA, TBHQ,
BHT, C vitamini, troloks ve a-tokoferol), 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH 6,6) ve 2,5
mL %1'lik K3Fe(CN)g ile karistirildi. Karisim 50°C'deki su banyosunda 20 dakika
inkiibe edildi. 2,5 mL %210'luk trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve karisim 10 dakika
2200 rpm’de santrifiijlendi. Elde edilen iist fazin 2,5 mL'si ile 2,5 mL dd H,0 ve %0,1
lik 0,5 mL FeCl; kanistirildi. Ekstraktlarin ve standart antioksidant maddelerin

indirgeme giicii 700 nm'de absorbans élgiilerek tayin edildi. Reaksiyon karisiminda
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ekstrakt ve standartlarin farkli konsantrasyonlarda absorbsiyonlarindaki artig, indirgeme

giicii kapasitesinin konsantrasyonuna bagl artisin1 gosterir (Oyaizu 1986).

Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH Testi)

Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkileri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
stabil radikalinin menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile oOlg¢iilmektedir. Bu
maddelerin DPPH ile olusturduklari rengin 517 nm'de 6lgiimiine ve standart madde ile
karsilagtiritlmasina dayanmaktadir (Blois 1958). Metot, ekstraktlarin bir proton veya
elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢0zeltisinin rengini agmasi esasina
dayanir. Reaksiyon karigiminin absorbansinin diismesi, Serbest radikal giderme
aktivitesinin gostergesidir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalin etkinliginin
giderilmesi c¢alismalar1 ¢esitli arastirmacilarin ortaya koyduklari metodu takiben
yapilmistir (Hatano et al. 1988). Bu metoda gore, 0,1-0,5 pg/mL'lik konsantrasyona
sahip olan 1 mL'lik 6rnekler ve standartlarin ¢ozeltileri, 0,1 mM'lik DPPH ¢ozeltisinin 1
mL's1 ile vorteks yardimiyla 30 saniye karistirildiktan sonra karanlik bir ortamda oda
sicakliginda 60 dakika bekletildi. Ardindan 517 nm'de kor numuneye karsi

spektrofotometrik 6l¢iim alindi.

H,O, Giderme Aktivitesi

H,O, giderme aktivitesi; H,O, (1,0 mL, 0,1 mM) ve 1,0 mL bitki ekstraktindan
hazirlanmis (veya standartlarin; BHA, TBHQ, BHT, C vitamini, troloks ve a-tokoferol)
cozeltileri ilave edilerek iyice karistirildi. Daha sonra sirayla 0.1 mL %3 amonyum
molibdat, 10 mL H,SO4 (2M) ve 7.0 mL KI (1.8 M) ilave edildi. Karisim Na,S,03 (5
mM) ile sar1 renk yok olana kadar titre edildi. Yiizde HyO, giderme aktivitesi asagidaki
formiile gore hesaplandi (Zhao et al. 2006).
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H,0, giderme aktivitesi (%)= [(Vo-V1)/V,] X 100

Vo, H207 nin bulundugu ortamda (ekstrakt veya standart madde olmadan; dd H,O
kullanilir) harcanan Na,;S;03 hacmi (mL), V; ise ekstrakt veya standart maddenin
bulundugu karisimda Na,S,03 hacmini (mL) gostermektedir.

Lipit Peroksidasyonu Inhibisyon Testi

1 mL (10, 25, 50, 100 g/mL) ekstrakt ¢ozeltileri (veya standart ¢ozeltileri), 550 pL
linoleik asit (0,02 M), 500 uL fosfat tamponu (100 uM, pH 7,4) ve 150 pL askorbik asit
(10 uM) homojen karigmasi igin vorteksle karistirildi. Linoleik asit peroksidasyonu 0,1
mL FeSO,tn (10 uM) eklenmesiyle baslatildi. Reaksiyon karisimi vortekslendi ve
37°C'de 60 dakika sallantili su banyosunda inkiibe edildi. Reaksiyon 1,5 mL, %0,5 HCI
de hazirlanmis soguk %10'Tuk TCA ¢ozeltisi ilave edildi ve reaksiyon durduruldu. Daha
sonra 3 mL %1'lik TBA c¢ozeltisi ilave edildi. TBA/6rnek (veya standart) karigimi
95°C'de 60 dakika sallantili su banyosunda inkiibe edildi. Karigim 20-25°C'ye
sogutuldu. Daha sonra karstmdan 3 mL ayr1 deney tiiplerine alind1 ve 3 mL n-biitanol
ilave edildi. Homojen karisim 10 dakika santrifiijlendi ve renkli st faz
spektrofotometre kiivetine aktarildi. Karigimin absorbsiyonu 532 nm'de okundu.
Linoleik asit peroksidasyon inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi

(Ntambi et al. 2002).

% inhibisyon= 1- (Ae-A)/Ao X 100

Ao, kontrol; ekstrakt numunesi yerine (veya standart) ¢oziicii kullanilan karigiminin

absorbansi, A; ekstrakt (veya standart) bulunan karisiminin absorbansi
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Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Metal selatlama 06zelligi olan antioksidan maddeler serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlestirir ve boylece fenton reaksiyonlari sonucu olusan hidroksil ve peroksit
gibi radikal olusumunu inhibe eder. Bu deneyde 6rneklerin Fe™? selatlama etkisi
incelendi. Bu amacgla FeCl, ¢6zeltisi kullanildi. Fe*? iyonu ve ferrozinin olusturdugu
kompleksin 562 nm’de mor renk olusturmasina dayanilarak selatlama aktivitesi
belirlendi. Orneklerin ve standartlarin metal selatlama kapasitesi Dinis ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontemler esas alinarak uygulandi (Dinis et al. 1994). Ornek ve standart
cozeltilerinin konsantrasyonlar1 10, 25, 50 ve 100 pg/mL olacak sekilde toplam
hacimleri metanol ile 2 ml'ye tamamlandi. Her bir numune 25 pL, 2 mM FeCl,.4H,0
¢ozeltisi ile 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 100 pL, 5 mM ferrozin
eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Demir iyonlar1 ve ferrozinin

olusturdugu kompleksin absorbans1 562 nm’'de 6l¢iildii.

Istatistiksel Analiz

Tiim veriler ticer defa uygulanmistir. Sonugclar, ortalama degerler ve standart sapmalar
(ortalama + SS) olarak gosterildi. Ornekler arasindaki ortalamanin istatistiksel
kargilastirmasi sirasiyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s SPSS 20.0
kullanilarak analiz edildi. Sonuglarin istatistiksel farkliliklar1 oo = 0.05 anlamli olarak
kabul edildi,.
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3.2.2.2 Antiproliferatif Aktivite Testi

Uzerinde 96 adet kuyucuk bulunan ve tabani altin kaplama elektronik bir devreye sahip
E-plate 96'nin her bir kuyucuguna 50’ser uL besiyeri eklendi. E-plate 96'ya eklenen
besiyeri 15’er dakika 6nce steril kabinde sonra CO; inkiibatoriinde bekletildi (37°C, %5
CO,). Daha sonra kuyucuklarin arka plan okumasi yapildi. Kuyucuklarda olmasi istenen
hiicre  sayist  (25.000  hiicre/kuyucuk)  hesaplanarak  olusturulmus  hiicre
stispansiyonundan 100’er uL. kuyucuklara eklendi. E-plate 96'da bulunan hiicrelerin
eklendikleri kuyucuklarin dibine ¢okmeleri ve olusturulan yeni ortamlarina uyum
saglayabilmeleri i¢in yarim saat steril kabinde bekletildikten sonra gercek zamanli hiicre
analizi (xCELLigence RTCA SP) cihazina yeniden yerlestirildi. E-plate 96 itizerindeki
hiicrelerin kuyucuk tabanina tutunarak biliylime siirecine girmeleri saglandi. Bu siire
sonunda E-plate tekrar steril kabine alind1 ve kuyucuklara, farkli derisimlerde bitki
ekstrakti igeren kiiltiir ortami1 ¢ozeltisi eklendi. Her bir numune i¢in yiiksek (100 pL),
orta (50 pL) ve diisiik doz (10 uL) olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyon ve her bir doz
icin Ui¢ tekrar yapilarak calisildi. Kuyucuklarin son hacmi besi yeri ile 200 pL'ye
tamamlandi. Numune eklendikten sonra plaka son kez RTCA cihazina yerlestirildi ve
74 saat boyunca hiicrelerin yasam/6liim durumlar1 gergek zamanli olarak 10 dakika
araliklarla olgtildi ve kaydedildi.
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4. BULGULAR

Elma posasindan 5-Hidroksi maltol (5-HM), protokatesik asit, Kuersetin ve kojik asit,
mandalina posasindan gallik asit ve gentisik asit bilesikleri kromatografik ve
spektroskopik yontemlerle izole edildi. Elde edilen kimyasal bilesenler Sekil 4.1'de

goriildiigii lizere sirastyla 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu bilesiklerdir.

o
o} 6 7
5
HO_5 M4 5 OH 14reH
2
| HO™ 4
3
072 “CHj OH
1 2

Sekil 4.1 Elma posasindan 5-hidroksi maltol (1), protokatesik asit (2), Kuersetin (3),
kojik asit (4) ve mandalina posasindan gallik asit (5) ve gentisik asit (6) bilesikleri elde
edildi.
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4.1. HPLC-TOF/MS Verileri

HPLC-TOF/MS  (Yiiksek Basingli Sivi  Kromatografisi-Ugus  zamanli/Kiitle
Spektrometresi) cihazina verilen numuneler de tespit edilen kimyasal bilesenlerin
kromatogramlar: olustu. Bu kromatogramlarda olusan piklerin cihaz veri tabanindaki
standart kimyasal bilesenler ile karsilastirilmalar1 yapildi. Ayrica cihaza verilen

ornekteki kimyasal bilesenlerin kantitatif analiz sonuglar1 elde edildi.

4.1.1. Kromatogramlar

4.1.1.1. ElIma posasmn etil asetat ekstrakti

Elma posasinin etil asetat ektresinin HPLC-TOF/MS sonucuna gore elde edilen
kromatogramda, dokuz adet kimyasal bilesen tespit edildi (Sekil 4.2). Belirlenen
bilesiklerden sekiz tanesinin kiitiiphane tarama sonuclari ve molekiil agirliklar
belirlenirken, 11,86. Dakikada gelen ve molekiil agirligi 241,0947 olan 12 nolu bilesik

kiitliphane taramasinda belirlenemedi.
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Sekil 4.2 Elma posasinin EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS sonucunda elde edilen
kromatogrami
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Kromatogramda belirtilen diger kimyasal bilesenlerin isimleri HPLC-TOF/MS
kiitliphane taramasina gore Cizelge 4.1'de gosterildi. Ayrica kapali formiilleri, molekiil

agirliklar1 ve kolondan gelis siras1 ¢izelgede belirtildi.

Cizelge 4.1 Elma posasinin EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS kiitiiphane taramasi
verilerine gore olasi kimyasal bilesiklerin kolondan ¢ikis zamanlar1 ve molekiil kiitleleri

No | Bilesik Ad1 Molekiil Molekiil Kiitlesi | Gelis Zamam
Formiilii
7 Fumarik Asit C4H404 116,0330 2,334
5 Gallik asit C7HgOs 169,0159 3,284
6 Gentisik Asit C7HeO4 153,0197 4,436
8 Klorojenik Asit C16H1809 353,0885 5,351
9 Kafeik Asit CyHgOy4 179,0351 7,613
10 | Kuersetin-3-B-D- C21H20012 463,0899 9,731
glikozit

11 | Apigenin-7-glikozit | C21H20O10 433,0794 10,228
12 | Belirlenemedi - 241,0947 11,862
3 Kuersetin Ci15H1007 301,0378 13,887

Elma posasinin etil asetat ektresinin kromatogramlar1 ve kiitiiphane taramasi sonucu
cihaz tarafindan onerilen kimyasal bilesiklerin eslestikleri Cizelge 4.5'de kantitatif

analiz sonuglarinda goriilmektedir.

4.1.1.2. Elma n-BuOH ekstrakti

Elma posasi biitanol ektresinin HPLC-TOF/MS sonucuna gore elde edilen kromatogram
sonucunda, dokuz adet kimyasal bilesen tespit edildi (Sekil 4.3). Bu kimyasal
bilesenlerin isimleri HPLC-TOF/MS kiitiiphane taramasi sonucuna gore Cizelge 4.2'de
gosterildi.
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Sekil 4.3 Elma posasinin n-BuOH ekstresinin HPLC-TOF/MS sonucunda elde edilen
kromatogrami

Cizelge 4.2 Elma posasinin n-BuOH ekstresinin HPLC-TOF/MS kiitiiphane taramasi
verilerine gore olas1 kimyasal bilesiklerin kolondan ¢ikis zamanlar1 ve molekiil kiitleleri

No | Bilesik Adi Molekiil Formiilii | Molekiil Kiitlesi Gelis Zamam
13 | Belirlenemedi - 195,026 2,260
14 | Belirlenemedi - 155,000 2,356
15 | Belirlenemedi - 111,0099 3,303
16 | Belirlenemedi - 177,0420 5,372
17 | Rutin C,7H30015 609,1469 9,143
10 | Kuersetin-3-- C21H2012 463,0892 9,608
D-glikozit

18 | Belirlenemedi - 567,1739 10,330
19 | Belirlenemedi - 435,1313 11,405
20 | Belirlenemedi - 409,1512 12,753

Elma n-BuOH ekstresinin kromatogramina bakildiginda ve kiitiiphane taramasi sonucu
onerilen muhtemel fenolik bilesen sayisinin az oldugu ve Cizelge 4.5'deki kantitatif
analiz sonucundan da anlagilmaktadir. Kiitiiphane taramasi sonucu bazi fenolik
bilesenlerin mevcut kiitiiphane listesinde olmadigindan Cizelge 4.2'de isimleri

yazilamamistir.

4.1.1.3. Mandalina etil asetat ekstrakti

Mandalina posasi etil asetat ektresinin HPLC-TOF/MS sonucuna gore elde edilen
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kromatogram sonucunda, Sekil 4.4'de gorildigli gibi 6 adet kimyasal bilesen tespit
edildi. Bu kimyasal bilesenlerin isimleri HPLC-TOF/MS kiitiiphane taramasi sonucuna
gore Cizelge 4.3'de gosterildi.
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Sekil 4.4 Mandalina posasinin EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS sonucunda elde
edilen kromatogrami

Cizelge 4.3 Mandalina posasinin EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS sonucuna gore
yapilan kiitiphane taramasi verilerine gore olasi kimyasal bilesiklerin kolondan ¢ikis
zamanlar1 ve molekiil kiitleleri

No | Bilesik Ad1 Molekiil Formiilii | Molekiil Gelis
Kiitlesi Zamani
5 Gallik asit C7HeOs 169,0159 2,401
21 | Hidroksihidrokuyonen CsHeO3 126,0329 3,284
6 Gentisik asit C/HgO4 153,0203 4,551
22 | Naringin Cy7H3,014 579,1732 10,167
23 | Neohesperidin CysH34015 609,1827 10,729
24 | 8-Hidroksikarapinik asit | CysH300g 470,1948 18,816

Mandalina EtOAc ektresinin kromatogramina ve kiitliphane sonucuna bakildiginda
standartlar ile uyumlu bir iliski goriilmektedir ve bu iliski, Cizelge 4.5'deki kantitatif

analiz sonuglariyla da dogrulanmaktadir.
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4.1.1.4. Mandalina n-BuOH ekstrakt:

Elma posasi biitanol ektresinin HPLC-TOF/MS sonucuna gore elde edilen kromatogram
sonucunda, Sekil 4.5'te gorildiigii gibi dort adet kimyasal bilesen tespit edildi. Bu
kimyasal bilesenlerin isimleri HPLC-TOF/MS kiitiiphane taramasi sonucuna gore

Cizelge 4.4'de gosterildi.
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Sekil 4.5 Mandalina posasinin n-BuOH ekstresinin HPLC-TOF/MS sonucunda elde
edilen kromatogrami

Cizelge 4.4 Mandalina posasini n-BuOH ekstresinin HPLC-TOF/MS sonucuna goére
yapilan kiitiiphane taramasi verilerine gore olas1 kimyasal bilesiklerin kolondan ¢ikis
zamanlar1 ve molekiil kiitleleri

No | Bilesik Adi Molekiil Formiilii Molekiil Kiitlesi | Gelis Zamam

25 | Belirlenemedi | - 195,0530 2,225
26 | Belirlenemedi | - 169,0160 3,284
22 | Naringin C,7H3,014 579,1764 10,199
23 | Neohesperidin | CpgH34015 609,1882 10,761

Mandalina n-BuOH ektresinin Sekil 4.5'deki kromatogramina ve Cizelge 4.4'deki
kiitiiphane sonucuna bakildiginda kismi bir korelasyon goriilmektedir ve bu korelasyon
da Cizelge 4.5'de ki kantitatif analiz sonuglartyla dogrulanmaktadir. Kromatogram da
25 ve 26 nolu bilesiklerin kiitiiphane taramasi sonucu bu fenolik bilesenlerin HPLC-

TOF/MS cihazinin mevcut kiitiiphane listesinde olmadig: belirlendi. Cizelge 4.5'deki
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kantitatif sonucunda mandalina n-BuOH kisminda en yiiksek miktarda hesperidin
olmasmma ragmen ne kromatogramda ne de kiitliphane taramasinda bu sonug

¢ikmamustir.
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4.1.1.5. Meyve Posalarinin HPLC-TOF/MS Kantitatif Sonug¢lari

HPLC-TOF/MS cihazinda mevcut olan kantitatif analiz programi yardimiyla, cihaza
verilen numunelerdeki kimyasal bilesenlerin, farklt ¢oziicliler ile yapilan

ekstraksiyonlarda kantitatif analiz sonuglar Cizelge 4.5'de gortilmektedir.

Cizelge 4.5 Elma ve mandalina meyve posalarinin HPLC-TOF/MS kantitatif analiz
sonuglari

ELMA MANDALINA
EtOAc n-BuOH EtOAc n-BuOH

Madde Adi (mg/kQg) (mg/kQg) (mg/kQg) (mg/kQg)
Gentisik asit 12,56 0,66 31,85 2,42
Klorojenik asit 8,94 3,11 0,11 0,46
4-Hidroksi benzoik asit | 1,68 0,22 0,95 0,038
Protokatesik asit 0,7 0,47 0,48 E
Kafeik asit 1,59 E 0,58 E
Vanilik asit 8,99 0,23 0,78 0,34
Siringik asit 0,81 E E E
Rutin 0,22 1,4 0,035 1,17
Polidatin E E 2,32 E
Skutellarin 0,32 E E E
Kuersetin-3-B-D-
glukozit 7,11 1,6 0,036 E
Naringin 0,00049 0,0012 16,13 40,51
Diosmin 2,93 E 2,92 5,21
Hesperidin E E 9,15 66,9
Neohesperidin E E 5,88 42,66
Morin 3,97 0,49 0,4 0,57
Kuersetin 6,83 E E E
Sinnamik asit 0,35 E 0,25 0,48
Naringenin E E 1,07 E
Gallik asit 0,47 E 37,08 2,69
Fumarik asit 84,91 3,47 0,81 3,17
Sinapik asit 0,11 E 13,27 E
p-Kumarik asit 0,079 E 0,8 E
Katesin E 1,007 E 0,55
Diosmetin E E 19,2 E
Eupatorin E E 0,74 E
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Cizelgeda “E” (Eser miktarda bulunan) sembolii, cihazdan alinan kantitatif analiz
sonucuna gore algilama smirinin altinda kalan bilesenleri gostermektedir. Ayrica

sonuglar 1 kg meyve posasinda bulunan kimyasal bilesigin mg miktarin1 gosterir.

Cizelge 4.5'de elma ve mandalina meyve posalarinin EtOAc ve n-BuOH ekstrelerine ait
kantitatif sonuglar1 vardir. Elma, EtOAc ve n-BuOH kisimlarina bakildiginda en yiiksek
miktarda fumarik asit oldugu goriilmektedir. Mandalinanin EtOAc kisminda en yiiksek
miktarda Gentisik asit bulunurken, n-BuOH kisminda ise Hesperidin kimyasal

maddesinin en yliksek miktarlarda oldugu goriilmektedir.
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4.2. NMR Verileri

NMR cihazina verilen drneklerin "H NMR sonuglari tek boyutlu (1D), 0 (TMS —
Tetrametilsilan-) ppm’den baslayip +14 ppm (milyonda bir birim) gibi degerlere kadar
cikan bir spektrum tizerinde beliren pikler olarak hidrojen (proton) degerleri gozlendi.
NMR cihazina ait VNMR-J programi vasitasiyla bu proton degerlerinin altinda kalan
alan (integrasyon) degerleri, birbirleriyle etkilesimleri olan protonlarin jiromanyetik
sabit degerleri vasitasiyla protonlarin birbirlerine orto, meta ve para konumunda olup
olmadiklart ve her bir protonun yarilmalari (singlet, dublet, triplet, multiplet) tespit
edildi. *C NMR sonuglari ise 0-220 ppm arahginda spektrumda beliren pikler olarak
gozlemlendi. DEPT C NMR ise *C NMR gibi 0-220 ppm araliginda ve iist iiste
dizilmig dort yatay spektrum iizerinde (yukaridan asagiya —CHj, -CH,, -CH ve -C)
karbon degerleri gozlemlendi. HSQC 2D NMR (yatay eksende proton spektrumu, dikey
eksende karbon spektrumu) teknigi ile karbon atomuna bagli olan proton/protonlar
tespit edildi. HMBC 2D NMR teknigi ile kimyasal bilesikteki bir karbon atomuna bagli
hidrojen atomunun yapidaki diger karbon atomlari ile maksimum dort baga kadar olan
etkilesimi tespit edilerek molekiilde bu karbon atomlarinin yerleri tespit edildi. COSY
2D NMR (dikey ve yatay eksenlerde proton spektrumlari) teknigi ile birbirleriyle

etkilesimleri bulunan protonlar, iki boyutlu spektrum tizerinde gézlendi.
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4.2.1. 5-Hidroksi maltol

Bilesige ait 'H NMR spektrumu incelendiginde aromatik halkanin C-6 karbonuna bagl
olan proton 7.91 ppm de singlet olarak rezonans olmaktadir. C-2 karbonuna bagli olan

0zdes metil protonlarida 2.20 ppm de rezonans oldugu Sekil 4.6'da gortilmektedir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
DCM_AIt_0 proton O

7.914

100 | 1.00

ppm

Sekil 4.6 5-hidroksi maltol bilesiginin DMSO-ds alinan *H NMR spektrumu (*H: 600
MHz)
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Bilesige ait karbon spektrumu incelendiginde sirasiyla; C-2 karbon atomunun 141.75
ppm, C-3 karbon atomunun 139.32 ppm, C-4 karbonil karbonu 168.84 ppm, C-5 karbon
atomunun 144.63 ppm, C-6 karbon atomunun 149.55 ppm ve C-2 karbonun bagli olan

metil karbonunun 14.74 ppm de rezonans olduklart Sekil 4.7'de belirlenmistir.
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Sekil 4.7 5-Hidroksi maltol bilesiginin DMSO-ds alinan **C NMR spektrumu (**C: 125
MHz)
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DEPT spektrumuna gore bilesikte bir adet —CHgs, bir adet —CH ve dort adet —C
(kuaterner karbon) oldugu Sekil 4.8'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNIV
600 Mhz NMR Lab. o
DCM_Alt_0 DEPT
HO_s J€ 3 OH
| |
O7“"CH,
L | || i
IR BAREERALEE LEARELRALARAARAERAREE RAR AL AR LR LR AR LRELEAREE LN LELLELELLE LARELE LN LAEEE LEEEE BEELE LN LA
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

ppm

Sekil 4.8 5-Hidroksi maltol bilesiginin DMSO-dg alman DEPT **C NMR spektrumu
(*C: 125 MHz)

5-HM bilesiginde metilen karbonu bulunmadigindan, kirmiz ile goriilen ve iki hidrojen
iceren DEPT NMR spektrumunda rezonans gozlenmedi. Kuaterner karbonlar genelde
daha kisa ve proton igeren karbonlar ise daha uzun olduklar1 spektrumda goriilmektedir.
Ayrica karbon sinyallerinin rezonans olduklari kayma degerleri, Onerilen yapi ile
uyumludur. DEPT spektrumu incelendiginde, en giiglii rezonansin ii¢ hidrojen atomu

iceren metil grubuna ait oldugu goriilmektedir.
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Bilesige ait HSQC spektrumu incelendiginde 7.90 ppm deki singlet olarak rezonans olan
protonun 139.28 ppm deki karbon atomuna bagli oldugunu ve 2.20 ppm de singlet
olarak rezonans olan 6zdes metil protonlarmin 14.68 ppm deki karbon atomuna bagl

oldugu bu yontemle Sekil 4.9'da belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV

600 Mhz NMR Lab.
DCM_AIt_0 HSQC JJ

F1 (ppm)
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8 6 ] 4 1 2 1

F2 (ppmj

Sekil 4.9 5-Hidroksi maltol bilesiginin DMSO-dg alman *H-C-HSQC NMR
spektrumu (3C: 125 MHz; *H: 600 MHz)

Karbon-proton eslesmesini gosteren Sekil 4.9 incelendiginde, aromatik bolgede sadece
bir CH grubunun oldugu ve 3 ppm in altinda (daha yukar1 alanda) ¢oziicii ve safsizlik
etkilesimleri gézlenmektedir. Ayrica 8-9 ppm arasinda gelen sinyallerin oksijene bagh
hidrojenlerden kaynaklandigi, 2D NMR spektrumunda etkilesmesinin bulunmadigindan
anlagilmaktadir. HSQC spektrumu 6nerilen yapi ile uyumludur ve sadece bir aromatik

proton ve metil protonlarinin karbon etkilesimleri spektrumda goriilmektedir.
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HMBC spektrumu ile bilesikte, protonlarin komsu karbon atomlari ile {i¢ bag lizerinden
etkilesimlerini géstermektedir. Bu etkilesim bazen dort baga kadar ¢ikabilir. Buna gore
C-6 karbonuna bagli olan ve 7.91 ppm de rezonans olan aromatik proton, sirasiyla;
144.63 ppm, 168.84 ppm, 141.75 ppm deki karbonlar ile etkilestigi belirlenmistir.
Bilesige ait 6zdes metil protonlarinin 141.75 ppm ve 149.59 ppm deki karbonlar ile
korelasyonu 2D HMBC teknigi ile Sekil 4.10'da belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV

600 Mhz NMR Lab. |
DCM_AIt_0 HMBC
L

40 o]
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F1 (ppm)

80

160

| IH‘
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Sekil 4.10 5-Hidroksi maltol bilesiginin DMSO-dg alman ‘H-'*C-HMBC NMR
spektrumu (3C: 125 MHz; *H: 600 MHz)
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Bilesigin COSY spektrumuna gore 7.91 ppm deki aromatik protonun 2.20 ppm deki

0zdes metil protonlari ile etkilesimi beklenen bir durum olmamakla birlikte, bilesigin

icerdigi safsizliklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayni aromatik protonun —OH

protonlari ile etkilesimide benzer sekilde safsizliklardan kaynaklandigi diistiniilmekte ve

Sekil 4.11'de goriilebilmektedir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
U600 Mhz NMR Lab.

DCM_AIt_0 COSY 0
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Sekil 4.11 5-Hidroksi maltol bilesiginin DMSO-dg alinan COSY NMR spektrumu (*3C:

125 MHz; *H: 600 MHz)
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4.2.2. Protokatesik Asit

Bilesige ait 'H NMR incelendiginde bilesikte {i¢ tane farkli aromatik proton
bulunmaktadir. Buna goére 7.43 ppm deki protonun 1.83 Hz'lik Jiromanyetik sabitine
sahiptir ve bu etkilesim meta etkilesim olarak belirlenmistir. Yine molekiilde 7.41 ppm
de rezonans olan ve dubletin dubleti olarak yarildigi goriilen proton komsu protonla
7.83 Hz'lik orta etkilesmesi ve 1.83 Hz'lik meta etkilesmesi yaptigi etkilesim
sabitlerinden belirlenmistir. 6.78 ppm’de rezonans olan diger aromatik protonun komsu
7.41 ppm deki proton ile 8.48 Hz'lik etkilesim sabiti ile birbirlerine karsi orto
konumunda oldugu Sekil 4.12'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
MAD_EA-1 protoen (9]
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Sekil 4.12 Protokatesik asit bilesiginin CD3OD-d, alinan *H NMR spektrumu (*H: 600
MHz)
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Bilesige ait karbon spektrumu incelendiginde sirasiyla; C-1 karbon atomunun 121.68
ppm, C-2 karbon atomunun 116.30 ppm, C-3 karbonil karbonu 144.57 ppm, C-4 karbon
atomunun 150.10 ppm, C-5 karbon atomunun 114.30 ppm ve C-6 karbon atomunun
122.47 ppm ve C-7 karbon atomunun 168.78 ppm de rezonans olduklar1 Sekil 4.13'de

belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
MAD_EA-1 carbon

122475

- 116.307
114.337
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- 168.798
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Sekil 4.13 Protokatesik asit bilesiginin CD30D-d4 alinan **C NMR spektrumu (**C: 125
MHz)
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DEPT spektrumuna gore bilesikte ii¢ adet —CH ve dort adet —C (kuaterner karbon)
oldugu Sekil 4.14'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNIV
600 Mhz NMR Lab.
MAD_EA_1 DEPT
0]
6 7
5 < “OH
HO"* ¢ 2
OH
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220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Sekil 4.14 Protokatesik asit bilesiginin CDsOD-d, alinan DEPT *C NMR spektrumu
(*C: 125 MHz)
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Bilesige ait HSQC spektrumu incelendiginde 7.41 ppm de dubletin dubleti olarak

rezonans olan protonun 122.47 ppm deki karbon atomuna bagli oldugunu, 6.78 ppm de

dublet olarak rezonans olan protonun 114.30 ppm deki karbona bagli oldugu ve 7.43

ppm de dublet olarak rezonans olan protonun 116.30 ppm deki karbon atomuna bagli
oldugu Sekil 4.15'de belirlendi.

CANKIRI KARATEKIN UNV

600 Mhz NMR Lab.

MAD_EA-1 H5QC

7

Sekil 4.15

spektrumu (¢

(. A
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Protokatesik asit bilesiginin CD3OD-d; alman ‘H-"C-HSQC

3C: 125 MHz; *H: 600 MHz)
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HMBC spektrumu ile bilesikte, birbirine komsu olan karbon ve protonlarin birbiri ile
olan etkilesimleri maksimum dort bag da dahil olmak iizere belirlenmektedir. Buna gore
C-2 karbonuna bagh olan ve 7.43 ppm de rezonans olan aromatik proton sirasiyla;
122.47 ppm, 168.79 ppm deki karbonil karbonu ile, 121.68 ppm deki ve 144.57 ppm
deki karbonlar ile etkilestigi belirlenmistir. 7.41 ppm deki C-6 karbonuna bagli proton
sirastyla; 114.30 ppm deki karbon, 168.79 ppm deki karbon, 121.68 ppm deki karbon,
150.10 ppm deki karbon ve 116.30 ppm deki karbonlar ile korelasyonu 2D HMBC
teknigi ile belirlenmistir. Son olarak C-5 karbonuna bagli olan ve 6.78 ppm de dublet
olarak rezonans olan proton sirasiyla; 150.10 ppm deki karbon ile, 122.47 ppm deki
karbon ile ve 144.57 ppm deki karbon ile korelasyonu 2D HMBC teknigi ile Sekil
4.16'da belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab. 1
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Sekil 4.16 Protokatesik asit bilesiginin CD3OD-ds alinan 'H-3C-HMBC NMR
spektrumu (*3C: 125 MHz; *H: 600 MHz)
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COSY spektrumuna gore, bilesikte birbirine orta pozisyonda bagli olan ve 7.41 ppm
deki aromatik protonun 6.78 ppm deki aromatik proton ile etkilesimi Sekil 4,17'de

belirlenmistir.

_ -
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Sekil 4.17 Protokatesik asit bilesiginin CD30D-d; alinan COSY NMR spektrumu (1H:
600 MHz)

Protokatesik asit bilesigine ait COSY spektrumunda, H2 ve H6 protonlarinin meta
etkilesimleri goriilmektedir ve COSY spektrumu Onerilen yapi ile uyumlu oldugu

gorilmektedir.
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4.2.3. Kuersetin

Bilesige ait 'H NMR incelendiginde bilesikte bes tane farkli aromatik proton
bulunmaktadir. Bunlarin iki tanesi A halkasinda diger ii¢ tanesi B halkasinda
bulunmaktadir. A halkasindaki protonlar: 6.37 ppm de dublet olarak rezonans olan
protonun, 2.15 Hz'lik etkilesim sabitine gore meta etkilesmesi yaptig1 ve daha asagi
alanda geldigi belirlenmistir. 6.16 ppm de dublet olarak rezonans olan protonun, 2.15
Hz'lik etkilesim sabitine gore meta etkilesmesi yaptigi ve daha yukari alanda geldigi
belirlenmistir. B halkasindaki protonlar: C-2' karbonuna bagh 7.72 ppm de dublet
olarak yarilan ve 1.92 Hz'lik etkilesim sabitine sahip oldugu belirlenmistir. C-6’
karbonuna baglh 7,.61 ppm de dubletin dubleti (J=8.59 Hz orto etkilesimi, J= 1.92 Hz
meta) olarak rezonans oldugu belirlenmistir. C-5" karbonuna bagli 6.86 ppm de dublet
(J=8.59 Hz orto) olarak yarildig1 Sekil 4.18'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
MAD_EA-10 proton
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Sekil 4.18 Kuersetin bilesiginin CD3OD-d4 alian *H NMR spektrumu (*H: 600 MHz)

Bilesige ait B¢ karbon spektrumu incelendiginde sirasiyla; C-2 karbon atomunun
147.34 ppm de, C-3 karbon atomunun 135.78 ppm de, C-4 karbonil karbonu 175.90
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ppm de, C-5 karbon atomunun 161.07 ppm de, C-8 karbon atomunun 97.90 ppm de, C-7
karbon atomunun 164.13 ppm de, C-6 karbon atomunun 92.92 ppm de, C-9 karbon
atomunun 156.81 ppm de, C-10 karbon atomunun 103.10 ppm de, C-1’ karbon
atomunun 122.72 ppm de, C-2' karbon atomunun 114.52 ppm de, C-3' karbon atomunun
146.59 ppm de, C-4' karbon atomunun 144.79 ppm de, C-5' karbon atomunun 114.80
ppm de ve C-6' karbon atomunun 120.26 ppm de rezonans olduklar1 Sekil 4.19'da

gorilmektedir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
MAD _EA-10 carbon

o~ 114.805

114.582

120.261

92.996

97.816

~ 147.342

175.902
- 164.139
161.074
156.813
— 146.591
144.790
2728
108.91
-103.103

135.786

170 160 150 140 130 120 110 100

ppm

Sekil 4.19 Kuersetin bilesiginin CD;OD-d; alman *C NMR spektrumu (**C: 125
MHz;)
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DEPT spektrumuna gore bilesikte bes adet -CH ve on adet —C (kuaterner karbon) var
oldugu Sekil 4.20'de goriilmektedir.

CANKIRI KARATEKIN UNIV
600 Mhz NMR Lab.
MAD_EA_10 DEPT
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Sekil 4.20 Kuersetin bilesiginin CD;OD-d4 alinan DEPT **C NMR spektrumu (*3C: 125
MHz)
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Bilesige ait HSQC spektrumu incelendiginde; A halkasindaki, 6.37 ppm de dublet
olarak rezonans olan protonun 92.92 ppm deki karbon atomuna ve 6.16 ppm de dublet
olarak rezonans olan protonun 97.90 ppm deki karbon atomuna bagli oldugu
belirlenmistir. B halkasindaki, 7.61 ppm de dubletin dubleti olarak rezonans olan
protonun 120.26 ppm deki karbon atomuna bagli oldugunu, 6.86 ppm de dublet olarak
rezonans olan protonun 114.80 ppm deki karbona bagli oldugu ve 7.72 ppm de dublet
olarak rezonans olan protonun 114.52 ppm deki karbon atomuna bagli oldugu bu
teknikle Sekil 4.21'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN{UNV
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Sekil 4.21 Kuersetin bilesiginin CD30D-d, alinan *H-"*C-HSQC NMR spektrumu (**C:
125 MHz; *H: 600 MHz)
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HMBC spektrumu ile bilesikte, birbirine komsu olan karbon ve protonlarin birbiri ile
olan etkilesimleri maksimum dort bag da dahil olmak tizere belirlenmektedir. Bilesigin
A halkasindaki C-8 karbonuna bagli olan ve 6.37 ppm de rezonans olan aromatik proton
sirasiyla; 156.81 ppm, 164.13 ppm, 97.90 ppm ve 103.10 ppm deki karbonlar ile
etkilestigi belirlenmistir. C-6 karbonuna bagli olan 6.16 ppm de rezonans olan aromatik
proton sirastyla; 161.06 ppm, 164.13 ppm ve 92.92 ppm deki karbonlar ile etkilestigi
belirlenmistir. Bilesigin B halkasindaki C-2’ karbonuna bagli olan ve 7.72 ppm de
rezonans olan aromatik proton sirasiyla; 122.72 ppm, 146.59 ppm, 114.52 ppm ve
120.26 ppm deki karbonlar ile etkilestigi belirlenmistir. C-5" karbonuna bagli olan 6.86
ppm de rezonans olan aromatik proton sirasiyla; 144.79 ppm, 120.26 ppm ve 122.72
ppm deki karbonlar ile etkilestigi belirlenmistir. Son olarak ayni halkadaki C-6'
karbonuna bagli, 7.61 ppm de rezonans olan aromatik proton sirasiyla; 122.72 ppm,
147.34 ppm, 114.80 ppm ve 114.52 ppm deki karbonlar ile etkilestigi Sekil 4.22'de

belirlenmistir.
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Sekil 4.22 Kuersetin bilesiginin CD30D-dj alman *H-"*C-HMBC NMR spektrumu
(*C: 125 MHz; *H: 600 MHz)
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COSY spektrumuna gore, B halkasinda birbirine orta pozisyonda bagli olan ve 7.61
ppm deki aromatik protonun 6.86 ppm deki aromatik proton ile etkilesimi belirlenmistir.
A halkasinda birbirine meta pozisyonunda bagli olan 6.37 ppm deki aromatik protonun

6.16 ppm deki proton ile etkilesimde oldugu Sekil 4.23'de belirlenmistir.

| CANKIRI KARATEKIN UNV
| 600 Mhz NMR Lab.
MAD_EA-10 COSY

F1 @pm)
%

7.6

Sekil 4.23 Kuersetin bilesiginin CD30D-d4 alinan COSY NMR spektrumu (*H: 600
MHz)
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4.2.4. Kojik Asit

Bilesige ait 'H NMR spektrumu incelendiginde aromatik halkanin C-6 karbonuna bagl
olan proton 8.00 ppm de singlet olarak rezonans olmaktadir. C-3 karbonuna bagli olan
proton 6.31 ppm de rezonans olmaktadir. C-7 karbonuna bagli olan 6zdes metil

protonlarida 4.26 ppm de rezonans olduklar1 Sekil 4.24'de belirlenmistir.
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Sekil 4.24 Kojik asit bilesiginin DMSO-dg alnan *H NMR spektrumu (*H: 600 MHz)
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Bilesige ait karbon spektrumu incelendiginde sirasiyla; C-2 karbon atomunun 168.50
ppm, C-3 karbon atomunun 110.27 ppm, C-4 karbonil karbonu 174.34 ppm, C-5 karbon
atomunun 146.14 ppm, C-6 karbon atomunun 139.67 ppm ve C-2 karbonuna bagli olan
C-7 karbon atomunun 59.90 ppm de rezonans olduklar1 Sekil 4.25'de belirlenmistir.
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Sekil 4.25 Kojik asit bilesiginin DMSO-ds alinan **C NMR spektrumu (**C: 125 MHz)
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DEPT spektrumuna gore bilesikte bir adet —CHp, iki adet —CH ve ii¢ adet —C (kuaterner
karbon) var oldugu Sekil 4.26'da belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNIV
600 Mhz NMR Lab.
MAD_EA-3S DEPT

Sekil 4.26 Kojik asit bilesiginin DMSO-ds'de alinan DEPT *C NMR spektrumu (*°C:
125 MHz)
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Bilesige ait HSQC spektrumu incelendiginde 8.00 ppm deki singlet olarak rezonans
olan protonun 139.67 ppm deki karbona atomuna bagli oldugunu, 4.26 ppm de singlet
olarak rezonans olan 6zdes metil protonlarinin 59.90 ppm deki karbon atomuna baglh
oldugu, 6.31 ppm deki singlet olarak rezonans olan protonun 110.27 ppm deki karbon

atomuna bagli oldugu bu yontemle Sekil 4.27'de belirlenmistir.
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Sekil 4.27 Kojik asit bilesiginin DMSO-dg alman *H-"*C-HSQC NMR spektrumu (*3C:
125 MHz; *H: 600 MHz)

HSQC spektrumunda CH; gruplarmin farkli renkte goriilmesi, HETCOR spektrumuna
gore bir {istiinliik saglamaktadir. Kojik asit bilesiginde bulunan bir adet metilen proton-
karbon eslesmesi kirmizi renkte, digerleri ise mavi renkte goriilmektedir. Bilesikte iki
aromatik ve bir alifatik proton-karbon eslesmesi spektrumda goriilmektedir ve onerilen

yapt ile uyumludur.
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HMBC spektrumu ile bilesikte, birbirine komsu olan karbon ve protonlarin birbiri ile
olan etkilesimleri maksimum dort bag da dahil olmak iizere belirlenmektedir. Buna gore
C-6 karbonuna bagli olan ve 8.00 ppm de rezonans olan aromatik proton, sirasiyla;
174.34 ppm, 168.50 ppm, 146.14 ppm, 110.27 ppm, 59.90 ppm deki karbonlar ile
etkilestigi, C-3 karbonuna bagli olan ve 6.31 ppm’de rezonans olan aromatik proton,
sirasiyla; 174.34 ppm, 168.50 ppm, 146.14 ppm, 139.67 ppm, 59.90 ppm deki karbonlar
ile etkilestigi belirlenmistir. Bilesige ait C-7 karbon atomuna bagli olan 6zdes metil
protonlarmin sirasiyla; 174.34 ppm, 168.50 ppm, 139.67 ppm, 110.27 ppm deki karbon
atomu ile korelasyonu 2D HMBC teknigi ile Sekil 4.28'de belirlenmistir.
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Sekil 4.28 Kojik asit bilesiginin DMSO-dg alinan *H-*C-HMBC NMR spektrumu (*3C:
125 MHz; *H: 600 MHz)

52



Bilesigin COSY spektrumuna gore 8.00 ppm deki aromatik protonun halkada bulunan
diger aromatik proton ile etkilesmedigi ve singlet protonun rezonansi goriilmektedir.
Spektrum dikkatlice incelendiginde sadece metilen protonlarmin hidroksil protonu ile

olan etkilesimi Sekil 4.29'da goriilmektedir.
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Sekil 4.29 Kojik asit bilesiginin DMSO-dg alinan COSY NMR spektrumu (*H: 600
MHz)
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4.2.5. Gallik Asit

Bilesige ait Sekil 4.30'daki veri, *H NMR spektrumu incelendiginde aromatik halkanin
simetrik olmasindan dolay1 6.89 ppm de singlet olarak rezonans olan H-2 ve H-6

protonlarinin ayni alanda olduklart Sekil 4.30'da tespit edilmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
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Sekil 4.30 Gallik asit bilesiginin DMSO-ds alinan *H NMR spektrumu (*H: 600 MHz)

Ayrica hidroksil gruplart 9 ppm civarlarinda rezonans olurken, karboksilik asit protonu
rezonans etkisi ile asag1 alana kaymakta ve 12 ppm de rezonans olmaktadir. integrasyon

degerleri ve diger veriler yapi ile uymludur.
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Bilesige ait karbon spektrumu incelendiginde sirastyla; C-1 karbon atomunun 120.87
ppm, C-2 ve C-6 karbonlar1 145,.84 ppm, C-3 ve C-5 karbonlar1 109.14 ppm, C-4
karbon atomunun 138,.41 ppm ve C-7 karbonil karbonunun 167.87 ppm de rezonans
olduklar1 Sekil 4.31'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
Mandalin-1

carbon

145.840

167.879
138414
120.874

109.149

Sekil 4.31 Gallik asit bilesiginin DMSO-ds alinan **C NMR spektrumu (**C: 125 MHz)
Toplamda yedi karbon atomu igeren gallik asit bilesiginde, mevcut simetriden dolay1
taplam bes karbon atomu goriilmektedir. Belirlenen karbon sayilar1 ve bilesikteki

simetriden dolayi, 2 ile 6 nolu karbonlar ve 3 ile 5 nolu karbonlar birlikte rezonans

olmaktadir. Bu veriler 15181nda karbon sayilar1 yap1 ile uyumludur.
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DEPT spektrumuna gore bilesikte simetriden dolayi iki adet esdeger —CH ve bir adet
esdeger —C (kuaterner karbon) ve ii¢ adet farkli alanda rezonans olan —C (kuaterner

karbon) var oldugu Sekil 4.32'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNIV
600 Mhz NMR Lab.
Mandalin-1 DEPT

L L R R R LR R B | LN LR LR R L L B I R I B LI BLEL R LN IR RN LR L
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm

Sekil 4.32 Gallik asit bilesiginin DMSO-ds alinan DEPT *C NMR spektrumu (*3C: 125
MHz)
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HMBC spektrumuna gore 6.89 ppm de rezonans olan aromatik proton, sirastyla; 120.87
ppm, 138.41 ppm, 145.84 ppm, 167.87 ppm'deki karbonlar ile etkilestigi Sekil 4.33'de

belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV

Mandalin-1
HMBC

600 Mhz NMR Lab.

EI\II
-::{II
80
a0
100
—1 110 - - wiis .-
_ % 120 >
130

L1
]
oy

9.2 9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 74 7.2 7.0 6.8 .6

F2 (ppm)

Sekil 4.33 Gallik asit bilesiginin DMSO-dg alinan *H-"*C-HMBC NMR spektrumu (**C:
125 MHz; *H: 600 MHz)
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Bilesige ait HSQC spektrumu incelendiginde 6.89 ppm deki singlet olarak rezonans
olan protonun 109.14 ppm’'deki karbona atomuna baglh oldugu Sekil 4.34'de

belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.

Mandalin-1
HSQC

105

Si06

—

107

108

109 ]

S ]

110

111

11

6.98 6.96 6.94 692 6.90 6.88 6.86 6.84 682 6.80 6.76  6.76

F2 (ppm)

Sekil 4.34 Gallik asit bilesiginin DMSO-dg alman *H-*C-HSQC NMR spektrumu (*3C:
125 MHz; *H: 600 MHz)
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Sekil 4.30'a bakildiginda aromatik halkada rezonans olan protonlarin yapidaki
simetriden dolay1 proton spektrumunda tek bir yerde (6.89 ppm) ve singlet olarak pik
verdikleri gozlendi. COSY spektrumunda birbiri ile etkilesimi olan protonlari
gorebildigimiz i¢in, gallik asit bilesiginde ki protonlarin birbirlerine simetrik

olmasindan dolay1 bu spektrumda kayda deger bir pik Sekil 4.35'de gézlenmemistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV

600 Mhz NMR Lab.
IMandalin-1 -
Cosy : ) . /

-
10 0 6 0[{
HO s
11 OH
1 HO q ?
OH

F2 (ppm)

Sekil 4.35 Gallik asit bilesiginin DMSO-ds alinan COSY NMR spektrumu (*H: 600
MHz)
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4.2.6. Gentisik Asit

Bilesige ait 'H NMR incelendiginde bilesikte 3 tane farkli aromatik proton
bulunmaktadir. Buna goére 7.31 ppm deki protonun singlet olarak spektrumda pik
verdigi belirlendi. Yine molekiilde 7.26 ppm de rezonans olan aromatik protonun komsu
6.75 ppm deki proton ile 8.28 Hz'lik etkilesim sabiti ile birbirlerine karsi orto

konumunda oldugu Sekil 4.36'da belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
Mandalin-2

proton

-12.254
———9,618
——-9,230

1.00 1.02 1.38
0.99 245

ppm

Sekil 4.36 Gentisik asit bilesiginin DMSO-ds alinan ‘H NMR spektrumu (*H: 600
MHz)
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Bilesige ait karbon spektrumu incelendiginde sirastyla; C-1 karbon atomunun 122.07
ppm, C-2 karbon atomunun 145.31 ppm, C-3 karbon atomunun 115.58 ppm, C-4 karbon
atomunun 122.30 ppm, C-5 karbon atomunun 150.43 ppm, C-6 karbon atomunun
116.97 ppm ve C-7 karbonil karbonunun 167.72 ppm de rezonans olduklar1 Sekil
4.37'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.
Mandalin-2

carbon

O. 7.0OH

~122.307

2 OH

150.430

167.718
122,085

145.311

HO

116.981

S AT e T B e R M P A P S A e R T P R Tty e e VRIS A Byt 14

115.571

165 160 155 150 145 140 135 130 125 120
ppm

Sekil 4.37 Gentisik asit bilesiginin DMSO-ds alinan *C NMR spektrumu (**C: 125
MHz)

Gentisik asit bilesigine ait yedi karbon atomu bilesik ile uyumludur. Hidroksil gruplarin
para konumlarinda olmasi ve 1 ile 2 nolu aromatik karbonlarda fonksiyonel gruplarin
bagli bulunmasi, aromatik karbonlarin 150 ppm ve 145 ppm civarinda rezonans

olmasin1 saglamaktadir.

61



DEPT spektrumuna gore bilesikte li¢ adet -CH ve dort adet farkli alanda rezonans olan
—C (kuaterner karbon) var oldugu Sekil 4.38'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNIV
600 Mhz NMR Lab.
Mandalin-2 DEPT

0. 7.0H

HO

Sekil 4.38 Gentisik asit bilesiginin DMSO-dg alinan DEPT **C NMR spektrumu (**C:
125 MHz)
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HMBC spektrumuna gore 6.75 ppm de rezonans olan aromatik proton, sirastyla; 122.07
ppm, 122.30 ppm, 145.38 ppm deki karbon atomu ile kuvvetli, 150.49 ppm deki
karbonlar ile zayif etkilesim gosterdigi, ayrica 168.72 ppm deki karbonil karbonu ile
zayif da olsa etkilesim gosterdigi bu teknik ile belirlenmistir. Spektrumdaki 7.26 ppm
de rezonans olan protonun sirasiyla; 150.49 ppm deki karbon atomu ile kuvvetli, 115.58
ppm deki karbon atomu ve 116.97 ppm deki karbon atomlari ile etkilestigi
belirlenmistir. Son olarak 7.31 ppm de singlet olarak rezonans olan protonun 122.30
ppm deki karbon atomu ile, 122.07 ppm deki karbon atomu ile, 145.01 ppm deki karbon
atomu ile, 150.49 ppm deki karbon atomu ile etkilestigi Sekil 4.39'da belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.

Mandalin-2
HMBC
Jl i JUL

—4 | E—
Ei20_|
— E | === e
130
0..7.0H
140 e 1 2> OH
—] m—— T
—q 150 E—— e — 3 HO J _—

160

Sekil 4.39 Gentisik asit bilesiginin DMSO-ds alinan *H-*C-HMBC NMR spektrumu
(*C: 125 MHz; *H: 600 MHz)
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Bilesige ait HSQC spektrumu incelendiginde 7.31 ppm deki singlet olarak rezonans
olan protonun 116.97 ppm deki karbona atomuna bagl oldugu belirlenmistir. Yine
HSQC spektrumuna gore 6.74 ppm deki protonun 115.58 ppm deki karbon atomuna
bagli oldugu ve 7.26 ppm deki protonun 122.30 ppm deki karbon atomuna bagli oldugu
bu nmr teknigi ile Sekil 4.40'da belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV
600 Mhz NMR Lab.

Jm M

0O._7.0H

120 ] HO

7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8
F2 (ppm)

Sekil 4.40 Gentisik asit bilesiginin DMSO-dg alman *H-*C-HSQC NMR spektrumu
(*C: 125 MHz; *H: 600 MHz)
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COSY spektrumuna bakildiginda 7.26 ppm de rezonans olan aromatik protonun, 6.75
ppm deki aromatik proton ile 8.28 Hz'lik etkilesim sabiti ile birbirlerine karsi orto

konumunda olduklar: bu nmr teknigi ile Sekil 4.41'de belirlenmistir.

CANKIRI KARATEKIN UNV -
500 Mhz NMR Lab.
Mandalin-2
[313% P
-
£ -
as
= a
0.7 0OH
y -
- 1
6 2 _OH
- . -
7 " - i’f 3
N = . HO

F2 ppmj)

Sekil 4.41 Gentisik asit bilesiginin DMSO-dg alman COSY NMR spektrumu (**C: 125
MHz; *H: 600 MHz)

65



4.3. Antioksidan Aktivite Testleri

Insan biinyesinde bulunan antikorlar viicuda disardan girebilecek ve icerde olusabilecek
zararli mikroorganizmalara karsi koruma gorevindedirler. Viicuda zarar verebilecek
olan serbest radikalik haldeki molekiiller yedigimiz yemeklerde, sigara ve alkol
tilketiminde, hareketsiz bir yasam ve stres durumlarinda viicutta olusmaktadirlar. Bu
kimyasal bilesikler viicutta basibos halde kan igerisinde dolasarak, hiicrelere ve hatta
viicuttaki kimyasal olaylara karigsarak insan biinyesinde istenmeyen hasarlara yol
acabilir. Viicut icindeki antikorlar bu kimyasal bilesenler ile insan 6mrii boyunca stirekli
savas halindedir. Ancak viicudun bazi sebeplerden &tiirii zayif diismesi sonucu
antikorlar da zayif diiserek veya yetersiz kalarak, serbest haldeki radikalik kimyasal
bilesiklerle olan savaslarinda basar1 elde edemezler. Bu ve benzeri durumlarin
olugmamasi i¢in digardan gida olarak aldigimiz dogal antioksidan kaynagi olan meyve-
sebze gibi bitkisel iirlinlerde bulunan kimyasal bilesenler antikorlar ile birlikte, serbest

haldeki radikalik kimyasal bilesenler ile savasir ve o kimyasal bilesenleri yok ederler.

Elma posasiminin EtOAc ektresinden izole edilen 5-HM kimyasal bilesiginin, EEA ve
ENBU ekstrelerinin bazi standart maddeler ile kiyaslanarak yapilan antioksidan

sonuglarina ait veriler Cizelge 4.6-4.11'da verildi..
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Cizelge 4.6 Elma posasinin etilasetat, n-biitanol ekstreleri ve etilasetat ekstresinden elde
edilen saf bilesik 5-hidroksi maltol bilesiginin toplam antioksidan aktivite kapasiteleri.

Toplam antioksidan aktivite (695 nm)

ORNEKLER 10 pg/mL 25 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL
5-HM 0,2032+0,0032 | 0,21444+0,0022 | 0,2514+0,0011 | 0,2722+0,0038
EEA 0,1174+0,0007 | 0,1254+0,0028 | 0,1734+0,0020 | 0,2594+0,0018
ENBU 0,1804+0,0092 | 0,2085+0,0015 0,2210+0,0018 | 0,2904+0,0072
C vit 0,0414+0,0026 | 0,1352+0,0048 | 0,2076+0,0029 | 0,3667+0,0021
BHA 0,0386+0,0068 | 0,1017+0,0094 | 0,1936+0,0029 | 0,3761+0,0074
BHT 0,0728+0,0024 | 0,0797+0,0045 | 0,1916+0,0034 | 0,2986+0,0289
TBHQ 0,0407+0,0032 | 0,0959+0,0043 0,2035+0,0041 | 0,3975+0,0144
TRX 0,0271+0,0019 | 0,0677+0,0047 | 0,1091+0,0034 | 0,2075+0,0025
E Vit 0,0403+0,0037 | 0,0933+0,0132 | 0,2511+0,0100 | 0,4856:+0,0135

Elma posasindan izole edilen 5-hidroksi maltol (5-HM) bilesiginin Cizelge 4.6'da

goriildiigli lizere standart maddelere gdre antioksidan aktivitesi daha yiiksek ¢ikdigi

gozlemlendi. EIma etilasetat ekstresinin (EEA) ve elma n-biitanol (ENBU) ekstresinin

diger standart maddelere gore aktiviteleri neredeyse hepsinden yiiksek oldugu ama 5-

HM bilesiginden daha az antioksidan etkiye sahip olduklar1 gézlemlendi. Bunun sebebi

5-HM bilesigi tek basina yiiksek aktiviteye sahipken, EEA ve ENBU igindeki diger

kimyasal bilesiklerin ve 5-HM'nin sinerjik etkiye sahip olamamasindan dolayi, EEA'nin

ve ENBU’nun antioksidan aktiviteleri 5-HM bilesiginden daha diisiik aktiviye sahip

olduklar1 de gozlemlendi.
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Cizelge 4.7 Elma posasindan etilasetat, n-biitanol ekstreleri ve etilasetat ekstresinden
elde edilen saf bilesik 5-HM bilesiginin indirgeme giicii kapasiteleri.

) Indirgeme giicii (700 nm)
ORNEKLER
10 pg/mL 25 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL
5-HM 0,2317+0,0156 1 0,3969+0,0247 |0,6388+0,0124 |0,9653+0,0515
EEA 0,1705+0,0152]0,1759+0,0066 |0,2699+0,0170 | 0,4124+0,0095
ENBU 0,1333+0,0066|0,1681+0,0162 |0,2257+0,0142 | 0,3022+0,0237
C vit 0,3094+0,0106 | 0,3143+0,0046 |0,4721+0,0103 | 0,3276+0,0881
BHA 0,2956+0,0102]0,27434+0,0096 |0,4372+0,0450 | 0,7254+0,0203
BHT 0,3207+0,0138]0,3326+0,0130 |0,4285+0,1152 |0,7609+0,0696
TBHQ 0,2646+0,0162]0,2752+0,0069 |0,3538+0,0212 |0,6298+0,0234
TRX 0,2046+0,005210,2029+0,0014 |0,2653+0,0295 | 0,4845+0,0342
E vit 0,1683+0,0068 | 0,1714+0,0061 |0,1876+0,0609 | 0,3221+0,0427
O O
HO (0] @)
| | Oxidation 4
¢ o) CHs

Sekil 4.42 5-HM bilesiginin oksidasyon reaksiyonu

Elma posasindan izole edilen 5-HM bilesiginin Cizelge 4.7'de goriildiigi tizere standart
maddelere gore indirgeme giicli daha disiik oldugu goézlemlendi. EEA ve ENBU
ekstresinin diger standart maddelere gore aktivitelerinin neredeyse hepsinden diisiik
oldugu goriildii. Ayrica 5-HM bilesiginden daha az indirgeme giiciine sahip olduklari
gbozlemlendi. Bunun sebebi 5-HM bilesigi tek basma yiiksek indirgeme giiciine
sahipken, EEA ve ENBU i¢indeki diger kimyasal bilesiklerin 5-HM bilesigi ile sinerjik
etkiye sahip olamamalarindan dolayi, EEA'nin ve ENBU'nun indirgeme giigleri 5-HM
bilesiginden daha diisiik olduklar1 gozlemlendi.
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Cizelge 4.8 EIma posasinin etilasetat, n-biitanol ekstreleri ve etilasetat ekstresinden elde
edilen saf bilesik 5-hidroksi maltol bilesiginin serbest radikal giderme aktiviteleri.

.. Serbest radikal giderme aktivitesi, %
ORNEKLER
10 pg/mL | 25 pg/mL | 50 pg/mL 100 ng/mL
5-HM 41,63+5,53 | 67,27+0,43 | 73,66+0,22 88,99+1,14
EEA 38,65+3,11 | 61,51+0,78 | 71,14+6,02 78,18%1,15
ENBU 4,01+1,83 |24,23+1,40 | 32,26+7,31 37,24+6,06
C vit 34,25+1,22 | 39,05+0,49 | 42,75+1,20 48,44+0,33
BHA 68,38+1,21 | 70,73+0,57 | 74,85+0,84 82,87+0,79
BHT 8,67+1,73 | 16,02+1,50 | 25,00+1,65 61,88+6,02
TBHQ 87,39+6,01 | 94,66+0,38 | 95,06+0,40 95,75+0,33
TRX 92,30£1,20 | 94,03+1,49 | 95,24+0,67 97,59+0,60
E Vit 85,78+3,98 | 87,76+2,99 | 91,52+1,15 95,59+0,63
o) 0
HO OH HO o
| + DPPH —— || | + DPPH-H
O CH,4 0o CHg
-H-
0
HO o)
| + DPPH-
O CH3
a
0 o) o)
HO O-H HO o HO o)
-He ~/
| | B e B G
o CHg o CH3 o CHs
b

Sekil 4.43 5-HM bilesiginin DPPH siipiiriicii aktivitesi (a), 5-HM bilesigindeki

hidroksil gruplari ile serbest radikallerin stabilizasyonu (b)
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Cizelge 4.8'de goriildigii lizere elma posasindan izole edilen 5-HM bilesiginin serbest
radikal giderme aktivitesinin standart maddelerin neredeyse tamamindan daha diisiik
oldugu gozlemlendi. EEA ve ENBU ekstrelerinin diger standart maddelere gore
aktiviteleri neredeyse hepsinden diisiik oldugu belirlendi. Ayrica 5-HM bilesiginden
daha diisiik serbest radikal giderme aktivitelerine sahip olduklar1 gézlemlendi. EEA'nin
ve ENBU'nun serbest radikal giderme aktiviteleri 5-HM bilesiginden daha diisiik
olduklar1 gozlemlendi. Bunun sebebi 5-HM bilesigi tek basina yiiksek serbest radikal
giderme aktivitesine sahipken, EEA ve ENBU igindeki diger kimyasal bilesiklerin 5-

HM bilesigi ile sinerjik etkiye sahip olamamalar1 olabilir.

Cizelge 4.9 Elma posasinin etilasetat, n-biitanol ekstreleri ve etilasetat ekstresinden elde
edilen saf bilesik 5-hidroksi maltol bilesiginin hidrojen peroksit giderme aktiviteleri.

. Hidrojen peroksit giderme aktivitesi, %
ORNEKLER
10 pg/mL | 25 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL
5-HM 25,01+8,53 [37,93+7,31 [40,52+8,53 |60,34+4,88
ENBU 14,41+£3,74 [47,35+7,90 {60,00+£8,32 |64,41+7,90
EEA 14,29+6,73 | 66,67+6,73 |64,29+10,10 | 71,43+6,73
C vit 38,2444,16 |59,52+3,37 |52,9448,32 |55,88+12,48
BHA 13,64+6,43 [35,91+0,64 (47,73+3,21 |56,82+3,21
BHT 9,09+6,43 [27,27+1,29 |43,18+5,79 |48,64+4,50
TBHQ 15,45+2,57 [20,45+9,64 |39,55+8,36 |27,73+3,21
TRX 9,55+1,93 [29,55+9,64 |41,82+2,57 |39,55+5,79
E vit 31,82+6,43 [40,45+7,07 |34,55+1,29 |47,73+3,21

Cizelge 4.9'da gorildigii tizere elma posasindan izole edilen 5-HM bilesiginin hidrojen
peroksit giderme aktivitesinin standart maddelerin neredeyse tamamindan daha yiiksek
oldugu gozlemlendi. EEA ve ENBU ekstresininde diger standart maddelere gore
aktivitelerinin neredeyse hepsinden yiiksek ama 5-HM bilesiginden daha diisiik hidrojen
peroksit giderme aktivitelerine sahip olduklar1 gozlemlendi. Bunun sebebi 5-HM
bilesigi tek basma yiiksek hidrojen peroksit giderne aktivitesine sahipken, EEA ve
ENBU icindeki diger kimyasal bilesiklerin 5-HM bilesigi ile sinerjik etkiye sahip
olamamalarindan dolayi, EEA'nin ve ENBU’nun hidrojen peroksit giderme aktiviteleri

5-HM bilesiginden daha diisiik olduklar1 gézlemlendi.
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Cizelge 4.10 Elma posasmin etilasetat, n-biitanol ekstreleri ve etilasetat ekstresinden

elde edilen saf bilesik 5-hidroksi maltol bilesiginin lipit peroksidasyon inhibisyonlari.

- Lipit peroksidasyonu inhibisyonu, %
ORNEKLER 10 pg/mL 2% pg/mL | 50 ng/mL 100 ng/mL
5-HM 6,31+5,77 | 42,01+1,08 | 50,50+1,20 69,08+0,98
EEA 70,20+1,00 | 76,29+0,27 | 77,69+1,00 79,48+0,30
ENBU 10,03+1,76 | 33,01+£20,30 | 52,38+0,65 59,24+0,69
C vit 37,41£1,32 | 41,88+1,80 | 54,11+2,28 51,65+2,21
BHA 36,81+4,60 | 46,04+0,83 |48,42+1,19 48,61+6,77
BHT 84,96+1,27 | 83,36+1,65 |92,68+1,68 94,70+2,31
TBHQ 43,39+6,44 | 52,26+3,77 | 53,734£6,90 68,82+2,22
TRX 3,80+1,01 | 31,78+7,08 |54,41+£6,85| 71,97+8.40
E Vit 12,48+1,56 | 34,51+£8,07 | 38,00+6,72 72,38+6,12

Cizelge 10'da goriildiigli tizere elma posasindan izole edilen 5-HM bilesiginin lipit
peroksidasyonu inhibisyonu standart maddelerin neredeyse tamamindan daha diisiik
oldugu gozlemlendi. EEA ekstresinin diger standart maddelere gore lipit
peroksidasyonu inhibisyonu neredeyse tamamindan daha yiiksek oldugu gézlemlendi.
ENBU ekstresininde diger standart maddelere gore lipit peroksidasyonu inhibisyonu
neredeyse hepsinden diisiik ama 5-HM bilesiginden daha yiiksek lipit peroksidasyonu
inhibisyonuna sahip oldugu gézlemlendi. Bunun sebebi 5-HM bilesigi tek basina diisiik
lipit peroksidasyonu inhibisyonuna sahipken, EEA ve ENBU igindeki diger kimyasal
bilesiklerin yiiksek bir sinerjik etkiye sahip olduklarindan 5-HM bilesiginden daha fazla

lipit peroksidasyonu inhibisyonuna sahip olduklari belirlendi.
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Cizelge 4.11 Elma posasmin etilasetat, n-biitanol ekstreleri ve etilasetat ekstresinden

elde edilen saf bilesik 5-hidroksi maltol bilesiginin metal selat aktivite degerleri.

- Metal selat aktivitesi, %
ORNEKLER 10 ug/mL | 25 pug/mL | 50 ng/mL 100 ng/mL
5-HM 9,97+0,21 | 15,05+0,27 |22,69+1,04 26,13+1,01
ENBU 8,60+£3,80 | 10,92+0,17 |14,16+3,91 18,95+3,45
EEA 20,504+5,64 | 43,75+0,90 |45,15+0,21 36,74+0,33
EDTA 45,19+£2,66| 64,07+0,86 |97,34+0,13 97,87+0,21
l::e;//” \\\\\\\_E__e+
0 2o
HO OH o o
2Fe," H™ “H
| ——a |
0 CH3 O CH3

Sekil 4.44 5-HM bilesigi Fe?* iyonlarinin kenetlenmesi i¢in 6nerilen reaksiyon

Cizelge 4.11'de goriildiigii tizere elma posasindan izole edilen 5-HM bilesiginin standart
maddeye gore metal selat aktivitesinin daha diisiik oldugu gézlemlendi. EEA ekstresinin
standart maddeye gore metal selat aktivitesi daha az oldugu gozlemlendi. ENBU
ekstresininde standart maddeye gore metal selat aktivitesi daha az ve ayrica 5-HM
bilesiginden daha diisiik metal selat aktivitesi sahip oldugu goézlemlendi. Bunun sebebi
5-HM bilesigi tek basma diisiik lipit peroksidasyonu inhibisyonuna sahipken, EEA
icindeki diger kimyasal bilesiklerin yiiksek bir sinerjik etkiye sahip olduklarindan 5-HM
bilesiginden daha fazla, ENBU i¢indeki diger kimyasal bilesiklerin diisiikk bir sinerjik
etkiye sahip olmalarindan 6tiirii 5-HM bilesiginden daha az metal selat aktivitesine

sahip oldugu belirlendi.
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4.4. Antiproliferatif Aktivite Testi

Antiproliferatif aktivite testi bitkisel kaynakli kimyasal bilesenleri laboratuvar
sartlarinda ¢ogaltilan insan kanser hiicrelerine kars1 yapilan deneyler sonucu elde edildi.

Bu test Cankir1 Karatekin Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarida yapildi.
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Sekil 4.45 Kojik asit bilesiginin HeLa hiicrelerine kargi antiproliferatif aktivite test
sonucu

Elma posasinin etil asetat ekstresinden izole edilen Kojik asit bilesiginin xCELLigence
RTCA SP (Aceabio, USA) cihazi ile yapilan HelLa kanser hiicrelerine (rahim kanseri)
karst gosterdikleri aktivite 100, 50 ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda incelendi.

Oldukea diisiik bir aktivite elde edildigi Sekil 4.42'de goriilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda meyve (elma ve mandalina) posalarinin gesitli islemlerden sonra
elde edilen kimyasal bilesenlerin izolasyonlari, 5-HM kimyasal bilesigine ait
antioksidan aktivitelerinin tayini ve Kojik asit kimyasal bilesigine ait HeLa kanser

hiicrelerine kars1 antiproliferatif aktivite testi yapildi.

Dogada bulunan bitkilerin, meyve ve sebzelerin iglerinde degerli kimyasal bilesenler
olan sekonder metabolitler bulunmaktadir. Sekonder metabolitler, bitkilerin kendilerini
diger canlilara ve tabiat sartlarina karst korumak i¢in {rettikleri dogal kimyasal
bilesenlerdir. Bu bilesenlerin antioksidan ve antiproliferatif aktivite gibi biyolojik

etkileri vardir.

Giiniimiizde alternatif tipta kullanilan bitkilerin bu 6zelliklerinden yararlanilarak yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip olmalar1 ve yan etkilerinin olmamasindan dolay1 ilag

sektoriinde ve gida-beslenme sektorlerinde kullanimlar1 artmaktadir.

At1l durumdaki meyve posalarindan geri doniisiim yontemiyle bu degerli kimyasallar
insanliga kazandirmak iilkemiz i¢in hem ciddi kaynak saglayacaktir hemde saglik ve

ila¢ sektorii agisindan muasir medeniyetlerle yarisma firsati sunacaktir.

Meyve (elma ve mandalina) posalarinda bulunan kimyasal bilesenlerin izolasyonu, elde
edilen etil asetat ekstrelerinin kolon kromatografi teknigi ile fraksiyonlandirilmasi
yapildi. ITK sonuglarina gore benzer fraksiyonlar birlestirildi ve kiigiik kolonlarla
saflagtirma ¢alismalarina devam edildi. Bu islemlerden sonra kimyasal bilesenlerin

saflik kontrolleri spektral (HPLC-TOF/MS ve NMR) analizler ile yapildi.
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Yapilan bu ¢alismada antioksidan aktivite potansiyellerini belirlemek igin ¢esitli tayin
metodlar1 kullanildi. Sonuglar dogal ve standart antioksidan bilesenler ile kiyaslandi.
Elma ve mandalina posalarinin etil asetat ve n-biitanol ekstrelerinden 6 adet kimyasal
bilesen saflastirildi. Elma posasinin etil asetat ektresinden izole edilen 5-hidroksi maltol
bilesiginin antioksidan test sonuclarina bakildiginda, standart maddelere gore daha
yiiksek aktiviye sahip oldugu gozlemlendi. 5-HM bilesigi ile yapilan bir galismada,
parcalanma f{iriinleri olarak 13 bilesen elde edildi. Ancak, 5-HM bilesiginin 1siya
dayanikli ve en yiiksek oranda geri kazanildig1 (% 12.7), bu durum bilesigin gida
takviyesi ve dogal antioksidan olarak kullanimi konusunda endiistriyel dneme sahip

oldugunu gostermektedir(Kim and Baltes 1996).

Bu tez galismasinda elma posasinin etilasetat ekstresinden izole edilen kojik asit
bilesigine antiproliferatif aktivite testi yapildi. Bu ¢alismada, kanserli hiicre olarak HeLa
kanser hiicreleri kullanildi. Yapilan test sonucu kojik asit bilesiginin HeLa hiicrelerine
kars1 giiglii antiproliferatif etki gostermedigi gozlendi. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda
ise, kojik asidin kozmetik ve gida takviyesi olarak tiiketimi ¢ok eski yillara
dayanmaktadir (Cabanes, Chazarra et al. 1994)(Burdock, Soni et al. 2001). Ancak

endiistriyel Olgekte tiretimi ve kullanimi i¢in ileri diizeyde arastirmalara ihtiyag vardir.

Son olarak elma ve mandalina posalarinin etil asetat ektrelerinden 6 adet kimyasal
bilesen izole edildi. NMR ve HPLC-TOF/MS cihazlar1 kullanilarak saflik kontrolleri
tayin edildi. Bunlar; 5-hidroksi maltol, protokatesik asit, Kuersetin, kojik asit, gallik asit
ve gentisik asit molekilleridir. 5-hidroksi maltol bilesiginin, toplam antioksidan
kapasitesi, indirgeme giicii, serbest radikal giderme kapasitesi, hidrojen peroksit
giderme kapasitesi, lipit peroksidasyonu inhibisyonu ve metal selat kapasitesi belirlendi.
Kojik asit bilesiginin HeLa hiicrelerine karsi antiproliferatif aktivite testi yapildi.
Antioksidan testleri sadece 5-HM, EEA ve ENBU'ya yapilirken, antiproliferatif aktivite
testi sadece kojik asit bilesigi ile yapildi.
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Bu c¢aligmada tespit edilen bulgularin 1s18inda, daha sonra yapilacak ileri diizeyde
calismalar ile, katma degeri yiiksek iirlinlerin endiistriyel 6lgekte elde edilmesi igin,
meyve ve sebze posalarindan degerli kimyasallarin izole edilmesi ve ilag-saglik, gida,

kozmetik ve diger sektorlerde kullaniminin arastirilmasi ve belirlenmesi gerekmektedir.
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