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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

LC-ESI-MS VE ON-LINE HPLC-ABTS YONTEMLERIYLE BELIRLENEN GILABURU,
KIZILCIK, KOKULU UZUM VE KARAYEMIS MEYVELERININ BiYOAKTIF FENOLIK
BILESIMI

Ayca AKTAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2012, 139 Sayfa

Bu ¢alismada Dogu Karadeniz Bolgesinde yetisen gilaburu (Viburnum opulus L.), kizilcik
(Cornus mas L.), kokulu tiziim (Vitis vinifera L.) ve karayemis (Prunus laurocerasus L.)
meyvelerinin meyve suyu ve ¢ekirdek ve zar kisimlarinin farkli ¢éziiciiler (metanol, asetonitril,
su) ile hazirlanan ekstraktlarindaki antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in on-line HPLC-ABTS
ve off-line (klasik) antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden ABTS radikali temizleme
aktivitesi, demir (I11) indirgeme / antioksidan kuvvet (FRAP) ve Folin-Ciocalteu yontemi ile
toplam fenolik madde tayini yontemleri kullanildi. Ayrica gilaburu meyve suyu ve g¢ekirdek
kismmin metanollii ekstraktina HPLC-ESI-MS yontemi uygulanarak mevcut olan fenolik
bilesiklerin yapisinin aydinlatilmas:t yapildi. 14 fenolik standart kullanilarak HPLC-UV
metodunun optimizasyonunun ardindan biitiin meyvelerden elde edilen ekstraktlar analiz edildi.
Bu ekstraktlarda bulunan 18 fenolik bilesik, standartlarn ve literatiirde rapor edilen bilesiklerin
alikonma zamani ve kiitle spektrumlar: ile karsilastirilarak tamimlandi. Bunlar arasinda katesin,
epikatesin, klorogenik asit, prosiyanidin B2, prosiyanidin trimer major pikler olarak tespit edildi.
Ekstraktlarin her birinden oldukga farkli antioksidan bilesim profilleri elde edildi. Biitiin klasik ve
on-line antioksidan aktivite belirleme yontemlerine goére gilaburu, kizilcik ve kokulu iiziim
meyvelerinin ¢ekirdek kisimlarinin zar kisimlarina goére daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu,
fakat karayemis meyvesinin zar kisimlarmin daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. On-
line ve off-line radikal temizleme aktivite yontemleri sonuglar1 arasinda dogrusal bir korelasyon
oldugu belirlenmistir. Caligmada ayrica biitiin meyvelerin meyve suyu ve sulu ekstraktlarinin

klinik 6nemi olan karbonik anhidraz enzimini %14-%100 oraninda inhibe ettigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Gilaburu, Kizilcik, Kokulu iiziim, Karayemis, On-line HPLC-ABTS/DPPH,
Antioksidan, Fenolik, HPLC-ESI-MS, Karbonik anhidraz inhibisyonu.
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Master Thesis

SUMMARY

BIOACTIVE PHENOLIC COMPOSITION OF SNOWBALL, EUROPEAN CORNEL, FOX
GRAPE AND CHERRY LAUREL DETERMINED WITH LC-ESI-MS AND ON-LINE HPLC-
ABTS METHODS

Ayca AKTAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2012, 139 Pages

In this study, in order to determine antioxidant activity of the juices and seed and skin
extracts prepared with three different solvents (methanol, acetonitrile, water) of the fruits snowball
(Viburnum opulus L.), European cornel (Cornus mas L.), fox grape (Vitis vinifera L.) and cherry
laurel (Prunus laurocerasus L.) grown in Eastern Black Sea Region, an on-line HPLC-ABTS
method and off-line (classical) antioxidant activity determination methods, ABTS radical
scavenging activity, iron (I11) reducing / antioxidant power (FRAP) and total phenolic contents
determination with Folin-Ciocalteu reagent were used. In addition, the identification of the
structures of the phenolic components of the fruit juice and the seed methanol extract of snowball
was made with the use of an HPLC-ESI-MS method. After the optimization of HPLC-UV method
by using 14 standard phenolics, all the fruit extracts obtained were analyzed. 18 phenolic
compounds in these extracts were identified by comparison of the retention time and mass spectra
with those of the standards and with those of the phenolics reported in the literature. Among these,
catechin, epicatechin, chlorogenic acid, procyanidin B2, and procyanidin trimer were determined
to be the major peaks. Quite different antioxidant composition profiles were obtained from each of
the extracts. According to all of the classical and the on-line antioxidant determination methods,
the antioxidant activities of the seed extracts of snowball, European cornel and fox grape were
higher than those of the skin extracts, while the skin extracts of cherry laurel fruit were
determined to have higher activity. A linear correlation was determined between the results of the
on-line and the off-line antioxidant/antiradical methods. In addition, the fruit juices and the
aqueous extracts of all the fruits were found to inhibit clinically important carbonic anhydrase

enzyme in 14-100% range.

Key Words: Snowball, European cornel, Fox grape, Cherry laurel, On-line HPLC-ABTS/DPPH,
Antioxidant, Phenolic, HPLC-ESI-MS, Carbonic anhydrase inhibition.
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1. GENEL BILGILER

1.1.Giris

Dogal kaynakli bilesenlerin gesitliligi ve modern tipta kullanilan ilaglarin ¢ogunun
bitki kokenli olusu arastirmacilar1 giderek artan miktarda tibbi bitkilere ¢ekmektedir. Bitki
ekstraktlarindaki biyoaktif bilesenlerin belirlenmesi ve yapilarinin aydinlatilmasi eskiden
oldugu gibi klasik yontemlerle yapilmaya devam ederken, daha hizli ve az maliyetli yeni
yontemlerin gelistirilmesi saglanmistir. Giiniimiizde farkli dedektorlerle (UV, MS)
kombine edilen on-line-HPLC ile biyoaktivitenin ayni anda o&lgiildigii yontemler
gelistirilmistir. Bu ac¢idan antioksidan bilgenlerin belirlenmesi i¢in ilk gelistirilen yontemler
arasinda DPPH ve ABTS radikalini temizleme aktivitesine dayali on-line HPLC
calismalar1 literatiirde giderek artmaktadir. ABTS ve DPPH radikalleri nispeten kararli
yapilardir ve bu sebeple de antioksidan testlerde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Mevcut
calismanmm amaci da calisilan meyve ekstraktlarindaki bilesenlerin etkin bir sekilde
ayrilmasi ve ayrilan bilesenlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kromatografik
sartlarin optimize edilmesidir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yetisen gilaburu, kizilcik, kokulu iiziim ve karayemis
meyvelerinin meyve sularinda ve g¢ekirdek ve zar kisimlarinin farkli ¢oziiciiler (metanol,
asetonitril, su) ile hazirlanan ekstraktlarinda on-line HPLC-ABTS ile antioksidan
aktivitenin belirlenmesinin yanmi swra ayrica off-line (klasik) antioksidan aktivite
yontemleriyle de antioksidan aktivite belirlenip, testler arasindaki korelasyon incelendi.
Gilaburu meyve suyunda ve ¢ekirdek kismimin metanollii ekstraktindaki fenolik
bilesiklerin yapist HPLC-ESI-MS ile aydinlatild1.

Calismada ayn1 zamanda biitiin meyvelerin meyve suyu ve sulu ekstraktlarinda
literatiirde pek calisilmamis olan sigir eritrosit karbonik anhidraz %inhibisyon degerleri
belirlendi.

Bir¢ok calismada meyve ve sebze agirlikli beslenmenin kardiyovaskiiler hastaliklari,
kanser olusumunu ve diger yaslanmayla ilgili hastaliklar1 engelledigi gosterilmistir (Yao
vd., 2004). Bu agidan ¢alisilan meyvelerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi ve

fenolik bilesenlerinin aydmlatilmasi ¢caligmalar1 degerli yapmaktadir.



1.2. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksijen, oksidasyon tepkimelerinde rol almasi1 nedeniyle canlilar igin hayati 6nemi
olan bir molekiildiir. Hiicresel yapilar i¢in yiiksek konsantrasyondaki oksijen molekiilii
toksik olmas1 sebebiyle hiicreyi risk altina almaktadir. Ancak anaerobik canlilar da dahil
olmak fizere toksik etkili olan molekiiler oksijen degil, tam indirgenmemis oksijen
metabolitleri olan serbest oksijen radikalleridir. Radikal metabolitler, aslinda aerobik
organizmalarin ka¢milmaz bilesikleri olup hiicrelerde kontrollii kullanimlar1 ile bir dizi
enzimin sentezi ve bir¢ok organizmanm antibakteriyel savunmasinda dnemlidir. Ancak
radikal reaksiyonlarimi kontrol ederek belli bir diizeyin lstiine ¢ikmasini engelleyen yani
serbest radikallerin zararh etkilerinden korunmak i¢in bunlar1 notralize eden antioksidan
unsurlar bulunmaktadir. Viicudumuzda serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin
antioksidanlar tarafindan notralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmaktadir
(Halliwell, 1999). Organizma bu dengeyi sagladig1 siirece serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Eger bu denge serbest radikaller lehine bozulursa hiicrede serbest
radikaller artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlar1 iizerinde yaptigi
olumsuz etkiye ‘oksidatif stres’ denir.

Oksidatif stresin dejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Noronlardaki, yani sinir-beyin hiicrelerindeki oksidatif stres kendini
Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi ndro-dejeneratif hastaliklar olarak gdstermektedir.
Oksidatif hasar damar i¢ yilizeyindeki hiicrelerde ise ateroskleroz denilen damar sertliginin
gelisiminde rol alarak kalp-damar, beyin-damar ve diger damar hastaliklarina neden
olmaktadir. Hiicre DNA (deoksiriboniikleik asit)’sina gelen oksidatif hasar ise kanser
gelisimine yol agmaktadir (Robbins ve Cotron, 2010).

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis
elektron igeren yiiksek enerjili, kararli olmayan atom ve molekiillerdir. Serbest
radikallerdeki bu ortaklanmamis elektron serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik
kazandirarak hiicredeki protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bircok biyolojik
metabolite zarar vermektedir (Halliwell, 1996). Serbest radikaller uzun yillar yiiksek enerji
fizik¢ileri ve radyasyon biyologlarinin ilgi alami olarak algilanmis ve ¢ok daha sonra
normal metabolizmaya ait bir {irlin oldugu anlagilmistir. Giiniimiizde radikallerin hiicre
molekiilerinde degisimlere ve gen mutasyonlarma yol a¢tigi ve bunlarin yani sira

yaslanma, hiicresel hasar ve doku yikiminda rol aldig1 kabul edilmektedir (Storz ve Imlayt,



1999). Radikaller, oksijen igerip igermedigine gore, serbest oksijen radikalleri (SOR) ve
oksijen icermeyen radikaller olarak ikiye ayrilir (Diindar ve Aslan, 2000). Igerdigi iki
eslesmemis elektrondan dolay1 molekiiler oksijenin kendisi de ayn1 zamanda “biradikal”
olup diger radikallerle kolayca reaksiyon verebilme yetenegine sahiptir. Molekiiler oksijen
organizmalar i¢in indirgenmis karbon bilesiklerinin oksidasyonunda enerji olusturmak
iizere kullanilan en son elektron alicis1 olup tam olarak suya indirgenebilmesi i¢in dort
elektrona ihtiyag duymaktadir. Biyolojik sistemlerde siklikla olusabilen serbest oksijen

radikalleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. En sik karsilasilan serbest radikaller ve baz1 6zellikleri

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin

Adi Simgesi Kimligi
Hidrojen radikali H* Bilinen en basit radikal
Siiperoksit radikali 0, Oksijen metabolizmasinm ilk ara tiriinii
Hidroksil radikali OH® En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikali
Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi ¢ok diigiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 102 Yarilanma 6mrii kisa, giiclii oksidatif form
Perhidroksil radikali HO,* Lipidlerde hizl ¢dziinerek lipid peroksidasyonunu artirmaktadir
Peroksil radikali ROO"” Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere lokalize olma

yetenegi

Triklorometil radikali ~ CClI3* CCl, metabolizmast iiriinii, karacigerde tiretilen bir radikal
Tiyil radikali RS* Siilfiirlii ve ciftlenmemis elektron iceren tiirlerin genel adi
Alkoksil radikali RO* Organik peroksitlerin yikimu ile {iretilen oksijen metaboliti
Azot monoksit NO* L—argininden in vivo tiretilir
Azot dioksit NO, NO'in oksijen ile reaksiyonundan tretilir

Serbest radikallerin oksijenle reaksiyonu olduk¢a hizlidir ve biyolojik sistemlerde
bulunan serbest radikallerin ¢ogu oksijenden olusan radikallerdir. Molekiiler oksijenin bir
elektron almasiyla stiperoksit (O;"), iki elektron almasiyla hidrojen peroksit (H20), ii¢

elektron almasiyla ise hidroksil (OH") radikali olusmaktadir .



0, +¢& —> 0O (1)
HO, + O + HY —— 0, + H0; (2)
20" + 2H" ——> H,0, + O, ®3)
H, O, + 0" — OH® + OH + O, (4)

Oksijen bazi demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve
flavoproteinler tarafindan indirgenir. Siiperoksit radikali, diger radikallere oranla daha az
toksik etkiye sahiptir ve yiiklii oldugu i¢in hiicre membranindan dogrudan gecemez. Ancak
eritrosit membranlarindaki anyon kanalindan gegebilir. Siiperoksit radikalinin kendisi tek
bagina zarar vermezken, siiperoksitin nitrik oksit ile reaksiyonu sonucu peroksinitrit

denilen reaktif bir oksijen tiirevini olusturur.
Oz + NO» —> ONOO (5)

Peroksinitrit dogrudan proteinlere zararh etkilerinin yani sira, azot dioksit (NO;*)
radikali, hidroksil radikali (OH") ve nitronyum iyonu (NO;") gibi farkli toksik iiriinlere
doniisiir. Siiperoksit radikali kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Ozellikle hem gruplari, Fe-S

gruplari ile ve prostetik grup olarak gecis metalleri (Fe, Cu gibi) iceren gruplarla etkilesim

gostertir.
Fe”> + O —— Fe™ + Oy (6)
Cu™” + 0, —— Cu;" + Oy (7)

Bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD), ¢ok reaktif olan ve hiicre hasarina
yol agan siiperoksiti hidrojen peroksit (H20,) ve oksijene gevirir. Siiperoksitten daha az
etkili olan hidrojen peroksit ise dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimler tarafindan su ve oksijen gibi daha zayif etkili tirinlere
doniistiirikiir.

Cu*® gibi gegis metalleri ve radikal tiirlerle daha kolay reaksiyona giren siiperoksit,
hidrojen peroksit ile “Haber-Weiss” tepkimesini vererek oldukca toksik ve aktif olan

hidroksil radikalini olusturur.

H0, + O + HY —— OHs + H,O + O, (8)



Demir iyonlar1 katalizérligiinde ise “Fenton tepkimesi” ger¢eklesir ve reaksiyon

ortalama 4000 kez hizlanir.
Fe™ + 0y — Fe? + O, (9)
Fe*? + H,0, —— Fe™® + OHs + OH (10)

Hidroksil radikali biitiin oksijen tiirleri arasinda reaktivitesi en yiiksek olandir ve
yarilanma dmrii ¢cok kisadir. Canli sistemlerde olustuklar1 anda biiyiik hasara sebep olur.
Proteinlerde siilthidril gruplar1 ve yag asitleri, bu radikallerin etkisinde kaldiklarinda farkli

reaktivitelere sahip ikincil radikaller olustururlar.
R-SH + OH® ——» RS + H; (11)
—-CH,— + OHe ——» —CH— + H,0O (12)

Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlarini inhibe eden bir sisteme sahiptir.
Serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarla bag olusturup otooksidasyon veya
peroksidasyonun ilerlemesini onleyen maddelere antioksidan denir. Antioksidan savunma
sisteminin gorevi herhangi bir yolla olusan radikalin reaktif karakterine bagl olarak
biyomolekiillere ve hiicresel yapilara saldirmasmi onlemektir. Antioksidan maddeler
baslica alti mekanizma ile c¢alisirlar. Bunlar; (a) olusan serbest radikalleri toplayict ve
giderici etkileri ile baglayarak veya kararli hale getirerek, (b) zincir kirict etki ile serbest
radikal tireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak, (c) baskilayici etki ile reaksiyon hizini
azaltarak, (d) onarici etki ile lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olusmakta olan biyolojik
molekiiler hasar1 rejenere ederek, (e) hiicresel kinaz kayiplarini 6nleyerek oksidasyon
reaksiyonlarin1 durdurarak ve (f) organizmadaki SOD gibi antioksidan enzimler ile
enzimatik olmayan antioksidanlarm sentezini artirarak etkilerini gosterirler. Bir¢ok
bilimsel arastirma antioksidanlarin kanser ve kalp hastalig1 gibi kronik hastaliklarin riskini
azalttigimi gostermektedir (Miller vd., 2000; Visioli, 1995; Schwenke, 1998; Aruoma,
1998).

Antioksidan maddelerin bir kismmi Ozellikle yedigimiz meyve ve sebzeler
araciligiyla viicudumuza alirken, bir kismini ise viicudun kendisi serbest radikallere karsi
bir savunma sistemi olarak iiretir. Viicudun serbest radikallere karsi savunma olarak
rettigi antioksidanlara endojen antioksidanlar, disaridan alinanlara ise ekzojen

antioksidanlar denir. Endojen antioksidanlar enzimatik etki gosteren ve enzimatik etki



gostermeyen antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Ekzojen antioksidanlar ise dogal ve yapay

antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir. Endojen antioksidanlar daha spesifik roller

yiiklendigi ¢caligmalarda intraseliiler, membransal ve ekstraseliiler olarak ii¢ gruba ayrilirlar

(Tablo 2).

Tablo 2. Antioksidanlar ve reaksiyonlari

Tiirii

Antioksidan

Reaksiyonu

Intraseliiler

antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz

Katalaz

Glutatyon
peroksidaz

Stokrom oksidaz

Stiperoksidin giderilmesi reaksiyonlarinda katalizor

H,0O,’ nin yiiksek konsantrasyonlarinin giderilmesini
katalizler

H,0O,’ nin diisiik konsantrasyonlarinin giderilmesinde
kullanilir

Oksijen indirgenmesi basamaklarinda reaktif tiir
olusumunu 6nler

Membransal
antioksidanlar

E Vitamini

B karoten

Koenzim Q

Membran lipidlerinde ¢6ziinerek peroksidasyon
zincirini kirar

Radikal tiirleri toplar, ayrica singlet oksijen olusumunu
inhibe eder

Mitokondriyel enerji metabolizmasinda bir antioksidan

Ekstraseliiler
antioksidanlar

Askorbik asit
Laktoferrin
Albumin
Bilirubin

Urik asit

Seriiloplazmin

Hidroksil radikal giderici

Diisiik pH’l1 ortamlarda demir iyonlarini baglar
Hem proteini ve bakir metal iyonlarini baglar
Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir

Genelde metal baglayici olarak calisirken degisik
radikalleri de toplar

Siiperoksit radikalini notralize eder, bakir iyonlarini
baglar

Reaktif oksijen metabolitleri, SOD, GSH-Px, katalaz ve sitokrom oksidaz gibi seliiler

antioksidan enzimlerce indirgenir (Dekkers, 1996). SOD, organizmada substrat olarak

serbest radikal kullanan tek enzim olup siiperoksitin H;O2’e ve oksijene doniigiimiinii

katalizler.

SOD

20, + 2H" —» H,O, + O, (13)



Hidrojen peroksit ise GSH-Px ve katalaz katalizorligiinde ayni reaksiyonlarla
indirgenir.

Katalaz

2H,0;, — H0 + O (14)

Diger bir seliiler antioksidan enzim olan stokrom oksidaz, mitokondriyal elektron
transport zincirinde iretilen reaktif oksijen metabolitlerini mitokondri aktif merkezinde
bloke ederek salinimini engeller. Bunu yaparken demir bakir gibi oksidan metal iyonlarini
olusturdugu bir havuzcukta toplar. Antioksidan enzimlerden SOD aktivitesi, bakir, ¢inko
ve mangan ile, GSH-Px ise selenyum elementleri ile iligkilidir. Bu enzimlerin toksik
karakterli indirgenme iriinlerini elimine etmeleri, hiicrelerin normal metabolizmasi
stirdiikge gergeklesen bir aktivitedir. Glutatyon, bilirubin, radikal tutucu 6zelligi ile tirik
asit, albumin, bakir iyonlarint baglayarak metal katalizli reaksiyonlar1 smirlayan
seruloplazmin, hemoglobin, ferritin birer endojen kaynakli enzimatik olmayan
antioksidanlardir.

Sadece zarlarda aktif bir antioksidan olan E vitamini (Sekil 1), lipid
peroksidasyonunun erken asamasmda serbest radikal tiirlerini yok ederek ya da
olusumlarin1 engelleyerek zar fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerini
oksidanlarin zararli etkilerinden koruyarak oksidatif strese karsi ilk savunma hattini
olusturur (Kaczmarski, 1999). E vitamini, radikallerin yok edilmesi, zincirin kirilmasi,
baskilama, bozulan yapilarin onarilmasi ve endojen savunma sistemlerinin giiclendirilmesi
gibi mekanizmalarin tamamini kullanarak antioksidan gorevini yerine getirdiginden

antioksidan kapasitesi ¢ok genis ve yiiksektir.

Sekil 1. E vitamini (5,7,8-Trimetiltokol [a-Tokoferol])’nin formiilii

Sentetik olarak iiretilen ve daha ¢ok antioksidan aktivite tayinlerinde standart olarak
kullanilan Trolox, rutin, butillenmis hidroksi toluen (BHT), butillenmis hidroksi anisol

(BHA) gibi antioksidanlar da mevcuttur. Peroksil radikaliyle iki asamada etkileserek ¢ok



daha az reaktif triinlere doniistiiren 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol yani BHT 6nemli bir
sentetik antioksidandir (Sekil 2).

OH

ROOH

Me ROO Me

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

1.3. Dogal Uriinlerdeki Biyoaktif Fenolik Bilesikler

Bitkisel kokenli biitiin gidalarda daima, farkli nitelikte ve miktarda gesitli fenolik
bilesikler bulunmaktadir. Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgli buruk
tadin1 verir. Fenolik bilesikler veya polifenoller, bitkilerde en fazla bulunan sekonder
metabolitler olup giiniimiizde 8000’den fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir
(Harborne J. B, 1993). Fenolik bilesiklerin yapisi alt1 iiyeli aromatik halkaya bagh bir
hidroksil grubu (-OH) seklindedir. Bitkilerde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler
fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar. Fenolik asitler de baslica
hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak ikiye ayrilirlar. Hidroksibenzoik asitler
Cs-C; fenilmetan yapisinda olup, bunlar gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik
asit ve vanilik asit gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise Cg-C3 fenilpropan
yapisindadir. Fenilpropan halkasma baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore
farkli 6zellikler gosterirler. Cok yaygin bulunanlari kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit
ve o-kumarik asitlerdir.

Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenoller olup bitkileri UV 1siklarma ve
mikroorganizmalara karsi korurlar. Flavonoidler bir¢ok sebze ve meyvede bol miktarda
bulunurlar (Williams vd., 2004). Flavonoidler 3 karbonlu zincir ile bagl iki benzen
halkasini igeren Cg-Cs3-Cg iskeletinde bilesiklerdir. Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari,
reaktif Ozelliklerinden dolayi kolaylikla glikozillenir. Yapisal olarak antosiyanidinler,
flavonlar ve flavonollar, flavanonlar, flavon-3-ol’ler ve proanthosiyanidinler olarak bes

farkli gruba ayrilirlar. Bunlardan antosiyanidinler dogada serbest halde bulunmazlar,



sekerlerle glikozit yapmis olarak bulunurlar ve antosiyanin adini alirlar. Antosiyaninler
meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve mor tondaki gesitli renklerini veren suda
¢oziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir. Bunlar bir aglikon (antosiyanidin), seker ve
bazen fenolik ve minor asitlerden olusur. Baglanan sekerlere ve baglanma pozisyonuna
gore adlandirilirlar. Seker kismi genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan
meydana gelir. Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan antosiyanidinler; pelargonidin,
siyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin ve malvinidindir. Flavonlar ve flavonollar da
antosiyanidinler gibi sekerlerle glikozit halinde baglanmis olarak bulunurlar.

Flavon-3-ol’ler iigiincii karbon atomunda bir OH grubu igerirler. Hem kimyasal hem
de enzimatik olarak hava oksijeni ile kolaylikla kondanse olarak proantosiyanidinleri
olustururlar. Tablo 3’de bazi polifenollerin kimyasal yapis1 ve isimleri gosterilmistir.

Fenolik asitler, polifenoller ve flavanoidler gibi antioksidanlar serbest radikallerle
reaksiyona girerek bircok hastaligin olusumunu engellerler (Garcia-Lafuente vd., 2009;
Pop-Schwerin, 2010). Birgok c¢alismada meyve ve sebze agirlikli  beslenmenin
kardiyovaskiiler hastaliklari, kanser olusumunu ve diger yaslanmayla ilgili hastaliklar1
engelledigi gosterilmistir (Yao vd., 2004; Duthie vd., 2000).

Bu olumlu etkiler o6zellikle meyve ve sebzelerde bolca bulunan polifenoller,
flavonoidler, karotenoidler, antosiyaninler, askorbik asit (C vitamini) ve a-tokoferol (E
vitamini) gibi antioksidan aktivite gosteren cesitli bilesiklerin varliginda olusur. Son
zamanlarda arastirmalarin odak noktasi olan fenolik bilesiklerin tayini i¢in pek ¢ok analiz
metodlar1 gelistirilmistir. Ultraviyole (UV) veya kiitle spektrometrisi (MS) dedeksiyonuyla
birlikte ters faz- sivi kromatografisi (RP-LC) dogal tiriinlerdeki fenolik bilesiklerin
tayininde kullanilan en 6nemli analiz metodudur. Metod da fenollerin ayrilmas1 i¢in mobil
faz olarak ¢ogunlukla metanol veya asetonitril ve asitle modifiye edilmis su fazlariyla
calisan Cyg apolar kolonlar kullanilmaktadir (Lindsay, 1987). Siklikla kullanilan asitler ise
formik asit, asetik asit ve trifloroasetik asittir.

Fenolik bilesiklerin LC-MS (sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi) ile
tanimlanmasinda atmosferik basing kimyasal iyonlasma (APCI) ve elektro sprey
iyonlastirma (ESI) gibi iyonlagsma metotlar1 kullanilmaktadir. Son zamanlarda ilave yapisal
bilgi saglamak i¢in pek ¢ok durumda carpismadan kaynaklanan ayrigma kullanimi pozitif

veya negatif MS tipinde ESI ile bagli LC kullanilarak bu bilesikler tanimlanmustir.


http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=X2p4kLCaDBfFpeB6JhF&field=AU&value=Pop-Schwerin%20M&ut=000276524400019&pos=1
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Tablo 3. Baz1 polifenollerin kimyasal yapis1

Simf

Ad

Yapr

Flavonol

R2= OH; R1=R3=H : Kaempferol
R1=R2= OH; R3=H : Kuersetin

R1=R2=R3= OH : Mirisetin

Flavon

R1=H; R2= OH : Apigenin

R1=R2= OH : Luteolin

OH o

Flavanol

R1=R2= OH; R3=H : Katesin

R1=R2= OH : Epikatesin

Flavanon

R1=H; R2= OH : Naringenin

R1=R2= OH : Eriodiktol

Rz
HO o O
CI R3

Hidrobenzoik

asit

Gallik asit

o]
HO
OH

Hidrosinnamik
asit

R,= H: Kaffeik asit

R1= kuinik asit: Klorogenik asit

\/COORl
OH/Q/\
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Bu ¢aligmada sadece gilaburu (viburnum opulus) meyvesinin, ¢oziicii ekstraksiyonu
kullanilarak elde edilen ¢ekirdek kismimin metanollii ekstraktindaki ve meyve suyundaki

fenolik bilesikler LC-UV-ESI-MS metoduyla karakterize edilmistir.

1.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yoéntemleri

Hiicrelere zarar veren serbest radikalleri etkin bir sekilde siipiirerek zehir etkisi diisiik
olan veya zehir etkisi géstermeyen iirlinlere doniistiiren antioksidan bilesikler saglikli bir
yasam i¢in vazgecilmezdir. Bu nedenle antioksidanlarin saptanmasi, Ozellikle gida,
biyokimya ve tip alanlarinda oldukca onemlidir. Bazi ciddi hastaliklarin 6nlenmesinde
besinlerdeki antioksidanlarm biiyiik rolii oldugunun kanitlanmasi, gidalarn antioksidan
iceriklerinin belirlenmesi ve hastaliklarin teshis ve tedavisi gibi amaglarla kullanilmak
iizere bir¢ok antioksidan kapasite saptama yoOntemlerinin gelistirilmesine olanak
saglamistir.

Antioksidan kapasitenin 6l¢iimii i¢in literatiirde verilen yirmiden fazla yontem
vardir. Bunlar kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan temel olarak iki sinifta toplanabilir.

1- Hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonuna dayananlar
2- Tek elektron transferi (ET) reaksiyonuna dayananlar

Her iki esasa dayanan yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal veya oksidan siipiiriicii kapasitesini 6lgmeye yoneliktir. Hidrojen transferi
reaksiyonuna dayanan analiz yOntemlerinin ¢ogu azo bilesiklerinin bozunmasi sonucu
olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan yarigmali bir sekilde
giderilmesi prensibine dayanir. Bu esasa gore siklikla kullanilanlar Oksijen Radikal
Absorbans Kapasitesi (ORAC) (Cao ve Alessio, 1993), Total Radikal Yakalama
Antioksidan Kapasitesi (TRAP) (Wayner vd., 1993), ve Crosin Bleaching yontemleridir.

Elektron transferi reaksiyonuna dayanan analiz yontemleri ise antioksidan maddenin
indirgendiginde renk degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin &l¢iimiine
dayanir. Renk degisiminin derecesi numunedeki antioksidan derisimi ile baglantilandirilir.
Bu yontemler arasinda Cu(II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) ydntemi,
Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC/ABTS) yontemi (Apak ve Giigli, 2004),
DPPH" radikali temizleme aktivitesi yontemi, Demir (III) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet
(FRAP) yontemi ve Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

siralanabilir.
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Bahsedilen tiim yontemler meyve, bitki ve gida gibi numunelerde antioksidan
kapasitenin belirlenmesinde kullanilabilir. Fakat Ornekteki antioksidan maddelerin
molekiiler ¢esitliligi bu yontemlerle elde edilen sonuglar arasinda her zaman dogrusal bir
iliski olusmasii engelleyebilir. Literatiir sonu¢larindan da agikg¢a goriilmektedir ki tek bir
antioksidan yontem ile numunenin antioksidan kapasitesi hakkinda bilgi vermek uygun
degildir. Bu c¢aligmada kullanilan antioksidan aktivite tayin yOntemlerinin prensipleri

asagida verilmistir.

1.4.1. Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC/ABTS) Y ontemi

Trolox esdegeri antioksidan kapasite olarak ifade edilen TEAC/ABTS yontemi, ilk
olarak Miller ve arkadaslar1 (Miller, 1993) tarafindan gelistirilmistir. Orijinal yontemde
ABTS™ radikal katyonu, H,O, ile metmiyoglobinin reaksiyona girmesiyle olusan
ferrilmiyoglobin ile ABTS arasindaki etkilesimden olugmaktadir. Burada analiz edilen
maddenin (antioksidanin) ABTS" radikalini indirgeme yetenegi Olgiilmektedir. Ancak bu
madde ferrilmiyoglobini de indirgeyebilir. Re ve arkadaslar1 (Ree vd, 1999) tarafindan
modifiye edilen TEAC yonteminde ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asit)) molekiiliiniin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu ABTS™ radikal katyonu
(Sekil 3) olusmaktadir ve aktivite 6lgiimii bu doniisiimiin 734 nm’de fotometrik olarak
Olciilmesine dayanmaktadir. Yani sisteme antioksidan ilave edilmeden Once radikal
katyonu olusturulmaktadir. Olusturulan radikal katyonu oda sicakliginda ve karanlik
ortamda iki giin dayamklidir. Antioksidanlar varliginda ABTS™ radikal katyonunun
absorbansinda belirli bir siire i¢indeki azalmadan (Miller vd., 1994) yararlanarak toplam
antioksidan kapasite Trolox cinsinden bulunur (Wang vd., 2004). Gelistirilen metodun
orijinal metottan farki hem suda hem organik ¢oziiciilerde ¢oziindiigiinden hem hidrofilik
hem de hidrofobik antioksidan aktivite tayininde kulanilabilir olmasi ve bir renk giderimi
yontemi olmasidir.

ABTS™ radikal ¢ozeltisi mavi-yesil renklidir ve karakteristik absorbsiyon spektrumu
414, 645, 734 ve 815 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Sekil 4), (Re vd., 1999).
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Sekil 3. 2,2-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™)
radikalinin formiilii

1.8
|
|

1.6

1.4

1’/\

0.6

Absorbans (AU)

0.4 4

0.24/\/_/\——\
o+— .

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4. ABTS™ radikal katyonunun absorpsiyon spektrumu

1.4.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yontemi

Benzie ve Strain (Benzie ve Strain, 1996; Benzie vd., 1999) tarafindan gelistirilen bu
yontemde demir (III)’in indirgenme kapasitesi yoluyla antioksidanlarin toplam miktar
tayini yapilmaktadir. Diisik pH'da Fe"’tin Fe*®’ye indirgenmesi mavi renkli [Fe(ll)—
TPTZ] (TPTZ, (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin) kompleksinin olusmasina neden olur
(Sekil 5). Olusan bu kompleks 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir.
Sonuglar askorbik asit kullanilarak veya Trolox esiti olarak ifade edilir. FRAP sonuglari
analiz zamanina bagli olarak degisebilir. Ornegin bazi polifenoller (kafeik asit, ferulik asit

ve tannik asit gibi) daha yavas reaksiyon verirler ve aktivitelerini belirlemek icin daha
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uzun reaksiyon zamani gerekmektedir. Yontem sadece demir iyonunu temel almaktadir.
Bu nedenle mekanik ve fizyolojik olarak antioksidan aktivitesi i¢in uygun degildir. Ancak

diger yontemlerin aksine FRAP yontemi basit, hizl1 ve ucuzdur.

Sekil 5. Demir (III)’lin indirgenme reaksiyonu

1.4.3. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Bu metot Singleton ve Rossi tarafindan Onerilmis olup daha sonra farkli
uygulayicilar tarafindan gelistirilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi fosfomolibdat ve
fosfotungstat karisimi bir reaktiftir. Yontem, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis
olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi
esasina dayanir. Olusan mor menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans
olusturur (Singleton vd., 1999; Vinson vd., 2005). Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam
fenolik madde miktar1 tayini hemen hemen tiim antioksidan ¢alismalarda ornekteki fenolik

iceriginin tayininde kullanilan standart bir yontemdir.

1.5. HPLC ile On-line Antioksidan Tespiti

Son on yildir kromatografik ayrilma ve on-line antioksidan aktivite yontemlerinin
birlestirilmesi ilizerine yapilan ¢alismalar arastirmacilarin biiytik ilgisini cekmistir. Literatiir
calismalarma bakildiginda ilk uygulanan yontem HPLC (yiiksek basingh sivi
kromatografisi)’den ayrilan antioksidan bilesiklerin  on-line kemiliiminesans ile

aktivitelerinin Olgtilmesidir (Dapkevicius vd., 1999). Bu metod ¢ok hassas olmasina
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ragmen, ¢ok Ozel cihazlar gerektirmesi, pahali olmasi ve kararli olmayan reaktifler gibi
dezavantajlara sahiptir.

Daha sonra bu yontem Koleva ve arkadaslari tarafindan farkli radikal g¢ozeltiler
kullanilarak gelistirilmistir (Koleva vd., 2000; Koleva vd., 2001). Ayrica farkli
arastirmacilar tarafindan parametreler degistirilerek yapilan calismalarda bulunmaktadir
(Dapkevicious vd., 2001; Pukalskas vd., 2002; Bandoniene ve Murkovic, 2002; Pukalskas
vd., 2005). Uygulanan on-line antioksidan yontemlerde ilk nce HPLC ile 6rnek igerisinde
bulunan antioksidan bilesikler ayrilir ve kolon ¢ikisinda bulunan UV dedektor ile her bir
antioksidan bilesik tespit edilir. Dedektorden ¢ikan antioksidan maddeler sisteme ilave
edilen radikal ¢ozelti (DPPH’ veya ABTS™) ile reaksiyona girer. Bu reaksiyon sonucunda
notral bir form olusur ve bu form sisteme bagli olan ikinci bir UV dedektorii ile her bir
antioksidan maddenin negatif piki olarak tespit edilir. Yontem ¢ok basit ve hizli olmasinin
yaninda biitiin kompleks ekstraktlara, besinlere ve ilaglara uygulanabilir. Asagida on-line

antioksidan belirleme sisteminin bir semasi verilmistir (Niederlander vd., 2008) (Sekil 6).

enjeltdr sistemi UV-VIS dedektsr

= LU

mohbil faz

atilc kabi kavdedici UV-VIS dedektir

Sekil 6. On-line HPLC-antioksidan aktivite belirleme sistemi

ABTS radikalinin daha kararli ve suda ¢oziiniir olmasindan dolay1 genellikle on-line
ABTS metodu on-line DPPH metoduna gére daha cok tercih edilir. Ayrica on-line ABTS
metodu ile suda ¢6ziinebilen antioksidan bilesiklerde tayin edilir ve daha az toksik 6zellige
sahiptir. ABTS™ radikal katyonu, peroksidisiilfat, miyoglobin hidrojen peroksit, peroksil
radikali ve mangan (IV) oksit gibi farkli oksidanlar ile hazirlanabilir (Miller ve Rice-
Evans, 1996). Bu ¢alismada ise ABTS radikali mangan (IV) oksit kullanilarak hazirlandi.
Bu renkli radikal 5-35 °C arasindaki sicakliklarda ve pH 3-7.4 arasinda kararlidir. ABTS™
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radikal katyonunun kararli olmasi, hazirlanma prosediirine ve deneysel kosullara
(konsantrasyon, pH, zaman, ¢6ziicii bilesenleri ve sicaklik) baghdir (Villano vd., 2004).
Ayrilan antioksidan bilesiklerin ve radikal ¢ozeltilerin reaksiyonun gerceklestigi yer
reaksiyon zinciridir. Reaksiyon zinciri genellikle politetrafloroetilen (PTFE)’den diger bir
adiyla Teflon’dan yapilmistir. Teflon kullanilan higbir kimyasal ¢oziicii ve madde ile
kimyasal bir reaksiyon vermez ve UV 1signa karsi kararlidir. Sahip oldugu ¢ok kiiciik i¢
cap1 ile kromatografik kosturmalarda piklerin i¢ ige girmesini engellemektedir. Kullanilan
radikal ¢Ozeltilerin antioksidan bilesiklerle daha iyi reaksiyona girmesi i¢in reaksiyon

zinciri Sekil 7°deki gibi oriilerek hazirlanir (Kuhlmann ve Krauss, 1997).

M,

Sekil 7. Oriilii reaksiyon sisteminin olusturulma semas1

1.6. Enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iirlin olusturmadan yiizde yiizliik bir iiriin verimi
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Enzimlerin biiylik ¢ogunlugu protein yapisindadir ve
kendilerine 6zgii li¢ boyutlu yapilara sahiptir. Ayn1 tiir reaksiyonlar enzimler tarafindan
defalarca gergeklestirilebilir. Enzimler substratlarina ve katalizledikleri reaksiyon tiplerine
son derece spesifiktirler. Genellikle bir enzim sadece bir reaksiyonu veya ayni tip benzer

reaksiyonlar1 katalizler.
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1.6.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (CA) enziminin, hayvan dokularinda, bitki hiicrelerinde ve
bakteriler gibi hemen hemen biitlin organizmalarda bulundugu bilinmektedir. Bu enzim ilk
olarak memeli eritrositlerinden izole edilmis olup daha sonraki yillarda insan, balik ve
sigan eritrositlerinden, sigir kemigi, sigir 1okositleri, ¢esitli bakteriler ve bitki
kaynaklarindan saflastirilmigtir. CA enzimi, karbonik asit meydana getirmeden farkli bir
yol izleyerek CO, ve HCO;’in birbirlerine doniismesi reaksiyonlarini katalizleyen
enzimdir (Smith ve Ferry, 2000). Enzim HCOs; ve H" olusturarak hem CO,’in
uzaklastirilmasinda hem asit-baz dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Organizmada
CO;, tagmmasi, tire dongiisii, asit-baz dengesinin diizenlenmesi, elektrolit sekresyonu,
sindirim ve hiicredeki iyon degisimi gibi olaylarda rol alir.

Ayn1 canli tiirlinde ayni reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimlere izoenzim denir. Izoenzimler kofaktorlerine, substratlarina ve
inhibitdrlerine kars: farkl ilgilere sahiptirler. Izoenzimlerin en 6nemli dzellikleri arasinda
aminoasit sayr ve sirasmin farkli olmasi, izoelektrik noktalarmin farkli olmasi,
elektroforetik Ozelliklerinin farkli olmasi ve her bir izoenzimin farkli geninin olmasi
sayilabilir. Izoenzimler farkli dokulara lokalize olmanin yani sira bir hiicrenin farkl
subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler.

Son yillarda yapilan caligmalarda cesitli memeli dokularinda 14 farkli CA
izoenzimlerinin oldugu ortaya konmustur (Supuran ve Scozzafava, 2002). Bunlardan CA 1,
CA I, CA 11l ve CA VII sitozolik formda; CA 1V, CA IX, CA XII ve CA XIV membrana
bagli; CA V mitokondriyel form; CA VI tiikiiriik gibi ¢esitli salgilarda bulunan karbonik
anhidraz inhibitorleridir (Parkkila vd., 1998). Bunlarin yani sira ayrica katalitik etkisi
olmayan CA VIII, CA X ve CA XI formlari da canlilardan izole edilmistir.

Goz hastaliklari alaninda kullanilan karbonik anhidraz inhibitorleri goz i¢i basincini

distiriict etkisi olan en kuvvetli ilaglar arasindadir.

1.6.2. Enzim Aktivitesi ve inhibisyonu

CA enziminin iki aktivitesi mevcuttur. Birincisi, CA’nin fizyolojik aktivitesi olan

CO,-hidrataz aktivitesidir. Ikincisi ise in vitro sartlarda gergeklestirdigi spektrofotometrik
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olarak takip edilebilen esteraz aktivitesidir. Bu c¢alismada esteraz aktivitesi yontemi
uygulanmustir.

a-) CO,-hidrataz aktivitesi: Bu yontemde CO;’in hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H*
iyonundan ileri gelen pH degisiminin brom timol mavisi indikatorii ile belirlenip, gegen
stirenin 6lglilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yonteme gore CA aktivitesi igin bir enzim
tinitesi (EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO, hidratasyonu siiresini yartya indiren
enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Enzimin aktivitesi; enzimsiz CO, hidratasyon
stiresi (to) ile enzimli reaksiyon stiresi (tc) arasindaki farkin t;” ye boliinmesi ile belirlenir
(Maren, 1960).

b-) Esteraz aktivitesi: Bu yontem karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasi
esasina dayanmaktadir. Yontemin prensibine gore, karbonik anhidraz enzimi substrat
olarak kullanilan p-nitrofenilasetati1 348 nm’de absorpsiyon veren p-nitrofenol veya p-
nitrofenolata hidroliz etmektedir. Buradan absorbansin 0Olgiilmesi ve aktivitenin

hesaplanmasi temel alinmistir. Reaksiyon mekanizmasi Sekil 8 de gosterilmistir.
O

[l
o —oters+ o s== o )—on - crcoon

Sekil 8. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi ile katalizledigi p-nitrofenilin hidroliz
reaksiyonu

Karbonik anhidraz inhibitorleri aromatik ve heterosiklik siilfonamidler, inorganik ve

metal kompleks anyonlaridir.

1.7. Cahismada Kullanilan Kromatografik Teknikler

Kromatografi, bir karisimdaki iki yada daha fazla bilesenin, birbiriyle karigsmayan
biri sabit, digeri hareketli faz (sivi veya gaz) olan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflagtirilmas1 yontemidir.

Baglangicta kromatografi terimi, bitkisel pigmentleri renklerine gore ayirma
isleminde kullanildi, fakat zamanla uygulama alani genisleyerek degisti. Ornegin; gaz

kromatografisi (GC), ince tabaka kromatografisi (TLC), siiperkritik akiskan kromatografisi
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(SFC), kapiler eclektrokromatografi, karsi-takimli kromatografi ve bu ¢alismada da
kullanilan yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC).

1.7.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Stvi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan yiliksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin gok
kiigiik tanecik boyut da kiiciiltiilmesi ile hareketli faz ile etkilesen sabit faz ylizey alani
biiyiir. Dolgu maddesinin tanecik ¢apmin yaninda kolon g¢apminda kiiciiltiilmesi kolon
verimini arttirrken akis hizini kiiciiltiir. Akis hizimi belli bir degerin altina diisiirmeden
daha kiiciik ¢aplh tanecik kullanarak kolon verimini arttirmak i¢in basing uygulanmasi
gerekir. Bu yiiksek verimdeki kolonlarin ve oldukca yiiksek basinglarm kullanildigt HPLC
en yaygin kullanilan kromatografi tiiriidiir. HPLC giiniimiizde kimya, biyokimya, analitik
kimya, biyoteknoloji, farmokoloji, bitki kimyas1 ve ¢evresel analiz gibi alanlarda siklikla

kullanilmaktadir.

1.7.2. HPLC Cihazinin Calisma Prensibi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, ¢alisma prensibi temel olarak Ornegin
uygun ¢oziicii (mobil faz) i¢inde ¢oziilmesi ve bu karisimin yiiksek basing altinda dolgulu
(sabit faz) kolondan gecirilmesi esasma dayanir. Bilesikler, kullanilan kromatografik
yonteme goOre polarite farkliliklarindan dolayr kolonu farkli hizlarda terk ederler. Gog
hizlarindaki farklilik bilesenlerin ayrilmalarina neden olur. En hizli hareket eden bilesen
kolondan en 6nce ¢ikar, en yavas hareket eden ise kolondan en son ¢ikar. Kolondan ¢ikan
hareketli faz bir dedektore gelir ve yazicida zamana bagli sinyalin kaydedildigi

kromatogramda goriiliir. Bilesigin kolondan ¢ikt1g1 zaman alikonma zamanidir.

1.7.3. HPLC Cihaz

Bir HPLC cihazmin ana parcalar1 sematik olarak Sekil 9.’da gosterilmistir. HPLC
cihazinda bes ana birim bulunmaktadir. Bunlar 1) Yiiksek basing pompasi 2) Hareketli faz

kab1 3) Ornek enjeksiyon sistemi 4) Kolon 5) Dedektor.
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HPLC’de pompanin fonksiyonu, hareketli fazi kolondan kontrollii bir akis hiziyla
gecirmektir. Gilinlimiizde 1200 bar’a kadar iiretilebilen yiiksek basingli pompalar dakikada
bir mililitrelik mobil faz akigini saglarlar.

Kolonlar kromatografinin en 6nemli pargasidir. HPLC cihazinda ayrilmanin oldugu
analitik kolon ve ayrica analitik kolonun giris kismina takilarak ¢oziiciilerden gelebilecek
toz ve kirlilikleri tutan ve dolgu maddesinin ¢oziinmesini de engelleyerek kolonun émriinii
uzatan koruyucu kolon kullanilmaktadir. HPLC kolonlarinin genellikle i¢ caplar1 2.1-4.6
mm ve boylart 30-300 mm arasinda olup paslanmaz celikten iiretilirler. Dedektorler
kolondan ¢ikan 6rnek bilesenlerin varligimni ve miktarimi belirlemek igin kullanilir (Sandra,
2004).

HPLC’de kullanilacak olan ¢oziiciilerin saflig1 6nemlidir. Ciinkii ¢6ziicliler igindeki
safsizliklar, diizgiin bir baseline elde edilememesine, istenmeyen piklerin ¢ikmasina ve
sabit faz yiizeyinde tutulup kromatografik alikonma zamaninin degismesine neden olur.
Coziict kablarmin i¢indeki filtreler, mobil faz igerisindeki kiigiik pargaciklarin gdzenekleri
ve borular1 tikanmasma engel olur. Mobil fazda ¢6zlinmiis hava da problem olusturan
etmenlerden biridir. Bu hava, pompa basinda bir kabarcik olusturursa mobil fazin akigini
azaltir ya da durdurur. Dedektorde olusan kabarcik ise sahte pikler meydana getirir. Bunun
icin mobil faz hazirlanirken ultrasonik banyoda havasi uzaklastirildiktan sonra uygun
filtrelerden vakum uygulanarak siiziilmesi gerekir. Daha pratik bir yontem ise HPLC

sisteminde akisin bir pargasi olan ‘degasser’ iinitesinin kullanilmasidir.

pompa "
° enjektor sistemi dedektdr
° kalon | I E
kaydedici
mabil faz kahi Stk kabi

Sekil 9. HPLC sisteminin sematik diyagrami
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1.7.4. UV-Vis ve MS Dedektor

HPLC i¢in gelistirilen dedektorler ayrilan bilesenlerin 1sin absorpsiyonu, floresans,
elektrokimyasal etkisi, kirilma indisi ve iletkenlik ozelliklerinin Olgiimiine dayanir.
Kullanilacak dedektor sistemi, analiz yapilacak Ornegin cinsine uygun olmalidir. Bu
anlamda son yillarda ¢ogunlukla kullanilan dedektorler UV dedektor, refraktif indeks
dedektorii, floresans dedektor ve kiitle spektrometresidir. Bu ¢aligmada yalnizca UV ve
MS dedektorler kullaniimistir.

UV-Vis dedektorler, bilesenlerin ultraviyole-goriiniir 15181 absorplamasina ve
bununla ilgili absorbans 6lglimiine dayali olarak ¢alisirlar. UV-Vis 15111 absorplamayan
bilesikler bu dedektor ile tayin edilemezler. Bu dedektoriin ¢alisma prensibi soyledir. UV-
Vis 151k kaynagindan gelen 1siklar bir hiicreden geger, bu akis hiicresinde kolondan gegen
hareketli faz siirekli akmaktadir. Hiicre igerisinde 151k yoni ile sivi akis yoni ¢akisiktir.
Ornekten gelen bilesen akis hiicresine geldiginde 151k absorpsiyonu olur. Buradan ¢ikan
1isiklar dalga boyu segiciye yani bir monokromatdre buradan da UV dedektoriine girerler.
Burada 151k siddeti dl¢iiliir. Bu dedektorlerde her bir bilesenin absorpsiyon dalga boyunun
farkli olmasi durumunda her bir bilesen i¢in dalga boyu ayarlanabilir, bu yiizden se¢imli
dedektorlerdir (URL-1, 2010).

Tipik UV-Vis spektrofotometresi, bir 1sik kaynagi, bir monokromator, bir
dedeksiyon hiicresi ve bir dedektor igerir (Sekil 10). Isik kaynagi olarak bir UV lambasi,
ornegin ddteryum lambasi, kullamlir. ikinci bir 151k kaynagi olan tungsten lamba ise
spektrumun goriiniir bolgesindeki dalga boylar1 i¢cin kullanilir. Monokromatér ile 1s1k
siddetini 6lgmede en ¢ok kullanilan dedektor fotodiyot dizisi dedektoriidiir. Fotodiyot
dizisi dedektorii (PDA veya DAD) ile bir¢ok dalga boyunda ayni anda ¢ok hizli bir
bicimde 6l¢liim yapmak miimkiin oldugundan bilgisayarli cihazlarda bu tiir dedektor tercih
edilir.

Pek ¢ok organik molekiil ultraviyole veya goriiniir 15181 absorplar. Absorbans direk
olarak 1g1k yolu (b) ve ¢6zeltinin konsantrasyonu (c) ile Lambert Beer kanununa goére

orantilidir.

A=¢bc

&: Bilesenin molar absorplama katsayisi
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Sekil 10. UV-Vis dedektoriin sematik diyagrami

Kiitle spektrometrik dedektorde (MS), atom veya molekiillerden gaz fazinda iyonlar
olusturulur ve bu iyonlar kiitlelerine gore birbirinden ayrilarak kaydedilir. Bir maddenin
kiitle spektrumunun elde edilebilmesi i¢in bunun 6nce gaz fazina gecirilmesi ve daha sonra
iyonlastirilmasi gerekir. Numune once kiitle spektrometresinin vakum altinda tutulan giris
kismima gonderilir ve madde gaz fazinda degilse 1sitilarak gaz fazina ge¢mesi saglanir. Gaz
haline getirilmis maddenin molekiilleri ince bir delikten difiizyon ile iyonlagsma bdlgesine
sizar. Ornegin ve uygulamanin tiiriine gdre cesitli iyonlastirma teknikleri uygulanir. HPLC-
MS i¢in kullanilan en yaygin iki iyonlastirici, elektrosprey ve atmosferik basing kimyasal
iyonlastirmadir. Her ikisi de iyonlagsmanin atmosferik basingta gergeklestigi ilimli iyon
kaynaklaridir. Bu ¢alismada iyonlastirici olarak elektrosprey kullanilmistir. ESI, genellikle
biiyiik polar molekiillerin iyonlastirilmasinda molekiiler parcalanmanin 6niine gegebilmek
i¢in kullanilan 1liml1 bir iyonlagtirma teknigidir (URL-2, 2010).

LC-ESI-MS’de analit 20-500 pl dk ™ tipik akis hizinda kaynaga génderilir. Kolondan
cikan eluat tipik olarak 2,5 kV’dan 4 kV’luk alanda zit elektroda karsi yiiksek bir
potansiyel farka sahip elektrosprey igneden geger. Isitilan buharlastrma gazi (genellikle
azot) ignenin polaritesi kadar bir yiizey yiikii ile igneden yiikli damlalarin iyi bir
piiskiirtme olusturmast i¢in kullanilir. Damlalar igneden zit elektrot ilizerinde kaynak
numune hunisine dogru piiskiirtiilir. Damlalar igne tepesi ve huni arasindaki elektrik
alandan capraz gecerek ¢oziicii buharlasir. Bu damlalarin yiizey gerilimi yiike

dayanamayacak kadar kiiciilmelerine sebep olur ki bu noktada Coulomb patlamasi
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gerceklesir ve damlalar parcalanir. Bu siire¢ kiigiik damlalar iiretir ki sonunda yiiklii analit
molekiilleri gaz haline gelinceye kadar tekrarlanir. Bu yiiklii analit molekiilleri tek ya da

cok yiiklii olabilirler. Elektrosprey siireci Sekil 11°de sematik olarak gosterilmistir.

HV buharlasma
]' _______ T _aji-'lcrr koni I:é :1;| P
munme ta . o+ o+ F g;h_ﬁ - *_5./ P vonlar
gozelist — .+ _ +'_:/V+_,#- 32 r?x
_________ W
sprey
J—
E

eleltrot

Sekil 11. Elektrosprey iyon kaynaginin sematik diyagrami

1.8. Cahismada Kullamilan Meyvelerin Ozellikleri

Latince adi1 Prunus laurocerasus olan karayemis, Giilgiller (Rosaceae) familyasina
ait olup kii¢iik beyaz renkli ¢icekler acan ve daha cok rutubetli yerlerde yetisen bir
meyvedir (Sekil 12). Giineybat1 Asya, Giineydogu Avrupa ve Anadolu’da dogal olarak
yetigir. Tiirkiye’de Trabzon, Giresun, Ordu ve Rize civarinda yiiksek daglik bolgelerde
dogal olarak bulunur (Alasalvar vd., 2005). Bitkiye iilkemizde degisik yoresel adlar verilir.
Bunlar arasinda en yaygin olarak kullanilanlar "taflan", "karayemis", "laz kiraz1", "laz
lziimi" ve "laz yemisi" gibi isimlerdir. Olgunlasti31 zaman siyaha yakin (koyu mor) bir
renk alan bu meyve yaklasik 8-10 mm boyunda, yuvarlak tanelidir ve mayhos-buruk bir
tada sahiptir. Meyveleri yenilebilir fakat ¢ekirdekleri amigdalin igerdigi icin zehirlidir.
Taze yada kurutulmus olarak tiiketildigi gibi, recel, pekmez ve marmelat yapimmda da
kullanilmaktadir. Yapilan bilimsel ¢alismalarda, basta seker hastaligi olmak {izere, lireme
hormonlarini gelistirme, astim, sindirim diizenleme, bronsit, demir eksikligini giderme ve
prostat problemlerini dnleme gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde 6nemli rol oynadigi

belirlenmistir (Baytop, 1999).



24

Sekil 12. Karayemis (Prunus laurocerasus L.) meyvesi

Kizilcikgiller (Cornaceae) familyasina ait olan kizilcik, ¢ogunlugu cali veya agac
halinde odunsu karakterdeki bir agag¢ tiiriidiir. Anadolu’nun ¢ogu bolgesinde Kiren adi ile
anilir. Yapraklar1 koyu yesil ve her iki ylizii tiylidiir. Asya ve Avrupa’nmn yanisira
Anadolu’nun ¢ogu bolgesinde oOzellikle Karadeniz’de bol miktarda yetisir. Kizilcik
meyveleri (Sekil 13) koyu kirmizi renkli ve tadi eksi olup, taze ya da kurutulmus olarak
tiikketildigi gibi, recel ve marmelat yapiminda da kullanilir. Kizilcikta bol miktarda
flavanoid (izoflavon) ve karotenoid gibi antioksidanlar bulunur. Antioksidan etkisiyle,
normal metabolik faaliyetleri sirasinda olusan ve hiicrelere saldirarak yapilarini bozan
kararsiz molekiiller olan serbest radikallere kars1 viicudu korur. Kizilcigin halk arasindaki
faydalar1 asagida siralanmuistir.

e Mideye kuvvet verir,

e Viicut direncini artirir.

e Bagirsak yaralarmna iyi gelir.

e Agiz yaralarini giderir ve mikrop dldiirticiidiir.

e [lltihaplanmay1 énler ve allerjileri azaltir.

e Ates diisliriicii 6zelligi vardir.

e Kanm pihtilagmasini saglar.

e Bobrek taglarinin diisiiriilmesine yardimci olur.

e Kizilcik agacinin kabuklar1 ishali kesmeye yardimci olurken, meyveleri ise ishal
yapicidir.

e Ayrica geleneksel Cin Tibbr’'nda gorme keskinligini arttirmak amaciyla kullanilir.
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Sekil 13. Kizilcik (Cornus mas L.) meyvesi

Kokulu iiziim (Sekil 14), Uziimgiller (Vitaceae) ailesine aittir. Salkim olustugunda
acik yesildir, sonra pembe-kirmizi renk alir. Olgunlasinca siyah veya siyah-mor renk alir.
Uziim, yillik 58 milyon tonluk iiretim ile diinyadaki en ¢ok iiretilen meyvedir. Tiirkiye ise
tahmini 3 650 000 ton iiziim iiretimi ile altinc1 biiyiik iireticidir (Faostat, 2004). Uziimler
polifenol igerigi bakimmdan zengin kaynaklardir (Vinson vd., 2001). Uziimde basit fenolik
bilesiklerin (benzoik asit) yani sira kompleks polifenollerde bol miktarda bulunur (Bonilla
vd., 1999). Ozellikle kokulu iiziimiin kabuklarinda bulunan resveratrol maddesi kansere
kars1 savasmakta, antioksidan gorevi sayesinde yagl bilesiklerin kilcal damarlarda
birikmesini engellemekte ve bdylece kalp hastaliklarina karsi insanlar1 korumaktadir.
Igerisinde bulununan meyve asitleri ve lifli yapisindan dolayr mideye zarar vermeden
bobrek ve bagirsak sisteminin ¢alismasini diizenler ve kanin temizlenmesine yardimci olur.

Latince ad1 Viburnum opulus olan ve iiziim meyvesine benzeyen gilaburu (Sekil 15),
Kayseri ve c¢evresinde yaygin olarak yetismektedir. Meyveleri kiire seklinde olup,
olgunlukta kirmizi renk alirlar. Acimsi bir tadi vardir ve gilaburu asitli tadindan dolay1
suyu sikilarak tiiketilir. Geleneksel bir icecek olarak tiiketilen gilaburu ayrica regel ve
marmelat yapiminda da kullanmilwr. Tiirkiye’de tedavi amaglh olarak pek cok alanda
kullanilir (Baytop 1999). Hanimeligiller (Caprifoliaceae) familyasindan olan gilaburu,
‘Kartopu’ adiyla anilir. Gilaburu suyunda viicuttan zararli maddelerin atilmasmna yardimc1
olan antioksidan maddeler vardir. Gilaburunun halk arasinda bilinen faydalar1 asagida
verilmistir.

e Bobrek kum ve taglarmi eritici etkinliktedir. Diger yontemlerin aksine fiziksel
pargalama ile degil kimyasal ¢dzlinmeyle bdbrek tasmi erittigi ig¢in kisinin agri

duymayacag belirtilmektedir.
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Bagisiklik sistemini giliglendirir.

Kolesteroliin diisiiriilmesine yardim eder.

Gilaburu suyunda bulunan asitler antikanserojen niteliktedir.

Yiiksek oranda C vitamini igerir.

Gilaburu kullanimi idrar yolu hastaliklarinda tedaviye yardimeidir.

Adet diizensizligi ve zorlugu gibi sorunlarda rahatlaticidir.

Hipertansiyonda kardiyovaskiiler sistemi rahatlatir ve tansiyon rahatsizligindan

kaynaklanan kabizlig1 engeller.

Sekil 14. Kokulu Uziim (Vitis vinifera L.) meyvesi

Sekil 15. Gilaburu (Viburnum opulus L.) meyvesi



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Meyvelerin Toplanmasi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan meyvelerden karayemis ve kokulu iiziim Trabzon’un Siirmene
ilgesi Uziimlii k&yiinden, gilaburu Bostanc1 mahallesinden ve kizilcik ise Magka ilgesinden
2010°nun yazinda toplandi. Toplanan meyveler bol saf su ile yikandiktan sonra elle
ezilerek meyve sular1 elde edildi. Kalan meyve artiklar1 saf su ile iyice yikanarak, ¢ekirdek
ve zar kisimlar1 birbirinden ayrildi ve 40 °C’lik etiivde kurumaya birakildi. Kurutulan

kisimlar ayr1 ayr1 metal bir 6giitiicii yardimiyla toz haline getirildi.

2.1.1. Coziicii Ekstraksiyonu

Coziicl ekstraksiyonu, bir ¢oziicii kullanilarak 6rnek igerisindeki ¢esitli bilesenleri
ayirmak i¢in kullanilan bir ekstraksiyon iglemidir. Genellikle kati ve sivi maddelerden
bilesenlerin ayrilmasinda kullanilir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii hidrofilik (sulu) ve hidrofobik
(organik) olabilir. Bu yontemde Sekil 16°daki gibi bir sistemde geri sogutucu, isitici,
magnetik karistirict ve ekstraksiyon ¢oziiciisii kullanildi. Ekstraksiyon boyunca ¢6ziicli
ornek ile 60 °C’de ve 600 rpm karistrma hizinda 2 saat karigtirildi. Madde kaybimin
olmamasi i¢in bu islem geri sogutucu altinda gergeklestirildi. Ekstraksiyon sonunda elde

edilen ¢ozelti santrifiijlenerek ve filtreden gegirilerek berrak ¢ozelti elde edildi.

2.1.2. Farkh Coziicii Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Her bir meyvenin toz haline getirilen ¢ekirdek ve zar kisimlarindan 5 ya da 10 gram
tartildi. Tartilan biitiin numuneler 50 ya da 100 mL metanol, asetonitril ve su ¢oziiciileri ile
geri sogutucu altinda 600 rpm ve 60 °C’ de yaklasik 2 saat ekstraksiyona tabi tutuldu.
Daha sonra karigimlardan berrak ¢ozelti elde etmek i¢in 0,45 pm por biiyiikliigiine sahip
filtrelerden gegirildi. Berrak ¢oOzeltiler kromatografik calismalarda ve antioksidan
aktivitelerde kullanilmak iizere iki kisma ayrilip -18 °C’ de analiz i¢in bekletildi. Biitiin

ekstraktlar Tablo 4.’deki gibi kodlandi.
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3

Sekil 16. Coziicii ekstraksiyon aparati

Tablo 4. Numune kodlar1

Meyvenin Ekstraksiyon Gilaburu  Kokulu Karayemis Kizileik
kisimlart  coziiciileri Uziim

Meyve - GBS KUS KYS KZS
suyu

Cekirdek Metanol GBCM KUCM KYCM KZCM
Zar Metanol GBzM KUZM KYZM KZZM
Cekirdek Asetonitril GBCA KUCA KYCA KZCA
Zar Asetonitril GBZA KUZA KYZA KZZA
Cekirdek Su GBCW KUCW KYCW KZCW
Zar Su GBzwW KUzw KYZW KzZzwW

2.2. On-line HPLC-Antioksidan Aktivite Belirleme

Bu boliimde on-line antioksidan metotlarda kullanilacak HPLC-UV metodunun
optimizasyonu gerceklestirildi. Tim ekstraktlarda tanimlanan optimizasyon kosullari
altinda HPLC-UV-ABTS kullanilarak antioksidan aktivite belirlendi. Ayrica ABTS ve

DPPH yontemleri standart ve birka¢ numune {lizerinde karsilastirildi.



29

2.2.1. Kullanilan Kimyasallar ve Coziiciiler

HPLC derecedeki su bir MilliQ su saflastirma sisteminden (Millipore, Belford, New
Hampshire, USA) elde edildi. Analitik derecede fenolik standartlar gallik asit,
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, katesin, vanilik asit, kaffeik asit, siringik asit,
epikatesin, vanilin, 4-OH sinnamik asit, rutin, t-resveratrol, kuersetin ve kaempferol Sigma
Aldrich (Beernem, Belgika)’den satin alindi. Biitiin fenolik standartlarin konsantrasyonu
1000 pg/mL olacak sekilde ¢oziiniirlilklerine bagli olarak metanol ya da asetonitrilde
coziilerek hazirlandi. Biitiin kromatografik deneylerde ve numune hazirlamada kullanilan

HPLC derecede asetonitril, metanol ve formik asit Sigma-Aldrich’den satmn alindi.

2.2.2. Kullanilan Cihaz ve HPLC-UV Kosullan

Biitiin HPLC-UV-ABTS veya DPPH analizler bir modiiler Shimadzu 10A HPLC
sisteminde yapildi (Sekil 17). Enjeksiyon otomatik olarak HP 1050 serisi otosampler
(Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) ile yapild1. iki UV dedektorii kullanildi; birincisi
direk olarak sistemden elue edilen bilesenlerin analizindeki 10A VP, ikincisi bilesenlerin
antioksidan aktivitelerini 6lgen 10A dedektorii (Shimadzu, Kyoto, Japan). Enstriiman
LCsolution programu (Shimadzu, Kyoto, Japan) ile kontrol edildi. Mobil faz ig¢in 7600
solvent degasser (Jones Chromatography, Cardiff, UK) gaz giderici kullanildi. ABTS" veya
DPPH’ radikal ¢6zeltileri 420 HPLC pompasi (Kontron Instruments, Watford, UK) ile bir
T baglant1 ile sisteme baglandi. Reaksiyon zincirinin uzunlugu 2,8 m ve i¢ ¢ap1 0,25 mm
olup Teflon’dur.

Tiim antioksidan analizler i¢in Luna C18(2) kolon (25 cm x 3.00 mm i.d., 5 um
partikiil; Phenomenex, Torrance, CA, USA) kullanildi. Analitik kolonu kirlilikten korumak
i¢in kolonla ayni1 6zellikte koruyucu kolon (4 x 2 mm) kullanildi. Hareketli faz (A) %0,1
formik asidin sudaki ¢ozeltisi ve (B) %0,1 formik asidin asetonitrildeki ¢dzeltisinden
olusmaktaydi. Eliisyonda takip eden gradient kullanildi: baslangi¢ kosullarma dénmeden
once 0-5 dk (%5 B), 5-20 dk (%15 B), 20-30 dk (%15 B), 30-55 dk (%80 B), 55-56 dk
(%100 B), 56-60 dk (%100 B). Enjeksiyon hacmi 20 pL ve kolon sicakhgi 25 °C’ye
ayarlandi. Akis hiz1 0,5 mL/dk idi ve birinci dedektor 280 nm’de calistirildi. ABTS ve
DPPH ¢o6zeltilerinin akis hiz1 0,8 mL/dk ve ikinci dedektor radikal ¢ozeltiye gore sirasiyla
414 ve 521 nm’de calistirildi.
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ABTS ¢ozeltisi, 0,02 mM ABTS ve PBS (Fosfat Tamponlu Tuz) tamponu (8 g NaCl,
1.4 g NaHPQO,4, 0.15 g KCI, 0.27 g KH;PO,) 1 L suda hazirland1 ve igerisine 2 g MnO;
ilave edildi. Fizyolojik pH’daki (7,4) bu ¢ozelti 10 dk oda sicakliginda karistirildiktan
sonra vakum altinda filtreden (0.2 um, 47 mm, Nylon Grace) gegirildi. Igerisinde buz olan
ve 151k gecirmeyen koruyucu kabina konularak analizde kullanildi. DPPH ¢ozeltisi, 0,02 g
DPPH 750 mL metanolde ¢6ziildii ve igerisine 40 mM 250 mL sitrat tamponu (pH 6) ilave
edildi. Hazirlanan ¢ozeltinin igerisindeki gazi gidermek i¢in 30 dk azot gazi c¢ozeltiye

gonderildi. Her iki ¢ozeltide giinliik olarak hazirland1.

Sekil 17. On-line sistemin fotografi. A: Radikal ¢ozelti kabi, B: Radikal
¢ozelti i¢in pompa, C: Sistem kontrol, D: Direk UV dedektor,
E: Reaksiyon zinciri, F: Antioksidan bilesenler i¢in UV
dedektor , G: HPLC ¢oziicii pompalar1, H: Kolon firmi

2.3. Meyve Ekstraktlarinda Fenolik Bilesiklerin Analizi

Bu kisimda gilaburunun metanolik ¢ekirdek ekstraktlari ve meyve suyundaki fenolik
bilesikler 6nceden tanimlanan optimizasyon sartlarina gére LC-UV-MS yontemiyle analiz
edildi. Analiz de Oncelikle elde edilen kiitle spekturumlar1 ile standartlarin tutulma
zamanlar1 karsilastirildi. Daha sonra bunlar yaklasik 600 fenolik bilesigin molekiiler
iyonlarmi ve fragmentlerini belirten literatlir taramasiyla belirlenen kiitiiphanedeki

bilesiklerle karsilastirildi.
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2.3.1. Materyaller

HPLC enjektor filtreler (17 mm, 0,2 um, PVDF) Whatman (Clifton, NJ, USA)’dan

sati alindi. LC-MS derece asetonitril, su ve metanol Biosolve’den satin alindi.

2.3.2. Kullanilan Cihaz ve LC-MS Kosullan

HPLC-ESI-MS analizleri i¢in DAD dedektorii ile donanimli bir HPLC (Shimadzu)
cihazi iyon sprey ile baglantili bir LCQ iyon tuzak enstriiman (Thermo Electron, Briiksel,
Belgika) ile baglandi. Sistem MassLynx programi ile kontrol edildi.

HPLC sisteminin gradient kosullari, kolon sicakligi ve dalga boyu antioksidan
testlerde kullanilan HPLC sistem ile aynidir. Tiim analizler i¢in bir Luna C18 kolon (250 x
2.00 mm i.d., 5 pm partikiil; Phenomenex, Torrance, CA, USA) kullanildi. Birbirinden
ayrilmamis pikleri daha iyi ayirmak i¢in ayrica daha uzun gradient kullanildi. Eliisyondaki
uzun gradient kosullari: baslangi¢ kosullarma dénmeden once 0-5 dk (%5 B), 5-65 dk
(%15 B), 65-66 dk (%40 B), 66-74 dk (%100 B), 74-75 dk (%100 B). Kolonun i¢ ¢apimna
gore ayarlanan akis hiz1 0,3 dk/mL idi. Carpisma gazi olarak ultra yiiksek saflikta helyum
(He) kullanild1 ve buharlastirict gaz olarak yiiksek saflikta azot (N) kullanildi. Kiitle
spektrometrenin optimizasyonu i¢in, 50/50 A ve B hareketli faz ¢ozeltisi icinde 10 ppm
quercetin kullanildi. Optimize edilen negatif elektrosprey iyonlastirma (ESI) takip eden
kosullar kullanilarak elde edildi: iyon sprey voltaj, 4.2 kV; kilif gaz1 (N,), 45 arbitrary
birimi; yardimc1 gaz azot, 15 birim; kapiler sicaklik, 225 °C; kapiler voltaj, -47 V ve
carpismadan kaynaklanan dissosiyasyon (CID) enerjisi %10’a ayarlandi. Full tarama MS
analizleri i¢in, m/z 100-1500 araliginda spektrum kaydedildi.

2.4. Klasik Yontemlerle Antioksidan Aktivite Belirleme

Klasik yontemlerle antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan madde ve

malzemeler KTU Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii laboratuarlarindan temin edildi.
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2.4.1. Kullanilan Cihazlar

Numunelerin hazirlanmasinda kullanilan cihazlar; o6gitiicii (Waring Commercial
Blendor / New hartford, conn. USA.) ve isitmali magnetik karistirict (Heidolph MR 3001
K) kullanip, biitiin numunelerin absorbans 6l¢iimleri UV spektrofotometrede (AT1 Unicam
UV2) yapildi.

2.4.2. Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Cozeltilerin ve standartlarin hazirlanmasinda kullanilan asetik asit, etanol, HCI,
metanol Merck firmasindan satin alind.

Folin-Ciocalteu ydntemi ile toplam fenolik madde miktart tayininde kullanilan
¢ozeltiler ve hazirlamgt; 0.2 N Folin-Ciocalteu reaktifi (Fluka): 2 N’lik hazir satin alinan
¢ozeltiden saf su ile 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlandi, %7,5’lik Na,CO3; (Merck)
cozeltisi: 7,5 g Na;CO3 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi, stok katesin: 10 mg katesin
10 mL saf suda ¢oziildii (1 mg/mL) ve stok gallik asit: 10 mg gallik asit 10 mL metanolde
¢ozildi (1 mg/mL).

Demir (11l) indirgeme / antioksidan kuvvet (FRAP) yonteminde kullanilan ¢ozeltiler
ve hazirlanigt; stok Trolox: 5 mg Trolox 10 ml etanolde ¢oziildii (0,5 mg/mL), 45 mmol
asetik asit: 2,586 mL derisik (%99,5’lik) asetik asit alinip, hacim yaklasik 20 mL’ye saf
suyla tamamlanip, sonra tizerine 120 mL metanol ilave edilerek hazirlandi, 0,1 M NaOH:
0,100 g NaOH 25 ml saf suda ¢6ziildii (0,1 M), 300 mM asetat tamponu (A): 45 mmol’Lik
asetik asite 0,1 M NaOH (Merck) ¢ozeltisi damla damla eklenerek pH= 3,6’ya ayarlanarak
hazirlandi, 40 mM HCI ¢o6zeltisi: 82 uL derisik (%37) HC1 25 mL saf suda ¢oziildii, 10
mM TPTZ (B): 0,0468 g TPTZ (Calbiochem), 6 mL 40 mM 25 mL HCI ve 9 mL
metanolde ¢oziilerek hazirlandi, 20 mM Fe3Cl3.6H,0 (C) (Sigma): 0,0811 g Fe3Cl;.6H,0 6
mL saf su ve 9 mL metanolde ¢6ziilerek hazirlandi. FRAP reaktifi: A, B ve C ¢ozeltileri
strastyla; 10:1:1 oraninda karistirilir. FRAP reaktifi taze olarak hazirlandi.

ABTS radikalini temizleme yonteminde kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanigi; 7 mM
ABTS: 0,038 g ABTS radikali (C18H18N4OS4(NHs3),) tartilip 1mL saf su ve 5 ml etanolde
coziilerek hazirlandi. 2.45 mM K,S,0g: 0,0066 g potasyum persiilfat tartilip 3 mL saf su ve
1 mL etanolde ¢oziildii. ABTS radikal ¢ozeltisi: 7 mM ABTS ve 2.45 mM K;S,04

cozeltileri karistirilarak hazirlandi.
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2.4.3. ABTS Radikalini Temizleme Yontemi

Bu yontemde, ABTS (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit))
molekiiliiniin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu ABTS™ radikal katyonu
olusmaktadir ve yontemin esasi bu radikalin 734 nm’de fotometrik olarak Ol¢iilmesine
dayanmaktadir.

Bu calismada biitliin meyvelerin meyve sulari ve ¢ekirdek ve zar kisimlarinin
metanol, asetonitril ve su ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlar kullanildi. Biitiin
numunelere 6n deneme yapilarak konsantrasyon araligi belirlendi. Daha sonra calismada
kullanilan standartlar BHT, Trolox, gallik asit ve kuersetin 0,05 mg/mL konsantrasyonda
hazirlandi. Standartlar ve numuneler stoktan 1:2 oraninda seyreltilerek stok + 4 farkli
konsantrasyonda hazirlandi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu iki paralel
calisildi. Ayrica numune/standardin her bir konsantrasyonu i¢in birer kor (numune/standart
+ ABTS ¢oziiciisii) ve her bir ¢oziiciisii (metanol, asetonitril, su) i¢in de (kontrol tiipleri,
ABTS + numune/standart ¢6ziiclisli) ¢alisildi.

ABTS™ radikalini temizleme tayin yonteminde 7 mM ABTS’nin etanol-sudaki
¢ozeltisinden 6 mL ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisinden 4 mL alinarak karistirildi
ve karanlikta 16-20 saat bekletildi. Ornek icerisindeki lipofilik bilesenlerin analizini
saglamak adina bu karisim %60-40 etanol su ¢oziicii karisimi ile hazirlandi. Kullanima
hazir hale gelen mavi-yesil renkli ABTS™ radikal ¢ozeltisi, 734 nm’de gosterdigi
absorpsiyon 0,70 (£0,02) olacak sekilde 1:40 oraninda %60-40 etanol-su ile seyreltildi.
Numaralandirilan standart ve numune tiiplerine 50 pL 6rnek ilave edilip tlizerlerine 20
saniye ara ile 1950 pL ABTS™ radikal ¢ozeltisinden eklenip vortekslendi. 20 dakika oda
sicakhigindaki inkiibasyon sonunda 734 nm’de absorbans degerleri okundu.

Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi alinarak kor degerleri bu ortalamadan
cikarildi. Bulunan absorbansa karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso

degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi.

2.4.3.1. SCsg Degerlerinin Bulunmasi

SCso, radikal miktarmni yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCso degerinin
bulunmasi icin farkli konsantrasyonlarda ¢aligmak gerekir. Bu nedenle ¢aligmalarda 5

farkli konsantrasyonda 6l¢iim yapildi. Numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu
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hazirlanip uygulanan test sonuglari absorbans oOl¢iimleri yapildi ve absorbanslar
konsantrasyona kars1 grafige gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani
ABTS™" absorbansini yariya diisiiren konsantrasyon miktar1 SCso degerini vermektedir.
SCsp degeri mg/mL veya mM gibi birimlerle ifade edilmektedir.

Numunelerin aktivitelerinin belirlenmesinde numune konsantrasyonu bilinmedigi
icin numuneler esit sartlarda hazirlandi. Daha sonra bu numuneler stok olarak kullanilip
bu stoktan belirli oranlarda seyrelmeler yapilarak testlerde kullanildi. Grafiklerde de

seyrelme orani olarak verildi.

2.4.4. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yontemi

Oyaizu (1986) tarafindan gelistirilen yonteme gore indirgeme kuvveti, numunelerin
dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe**iin Fe+2’ye
indirgenmesi ile meydana gelen Fe*?, 595 nm’de absorbans veren Ks(Fe)CNs renkli
kompleksini olusturur. Bu ¢alismada kullanilan yontem, daha sonralar1 gelistirilen TPTZ-
Fe (IT) kompleksinin verdigi absorbansin 6l¢timiine dayanmaktadir.

Bu ¢alismada biitiin metanollii, asetonitrilli ve sulu ekstraktlar ve meyve sular1
kullanild1. Biitiin ekstraktlar stok ¢ozeltiden 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlandi. Daha
sonra ¢aligmada kullanilan Trolox standardi 1000 uM konsantrasyonda hazirlanarak adim
adim seyreltilerek 6 farkli konsantrasyon degeri (1000- 500- 250- 125- 62,5- 31.25 uM)
elde edildi.

FRAP reaktifi taze olarak hazirland1 ve kullanimina kadar diisik hizda karistirild.
Numune ve standart ¢ozeltileri icin hazirlanan deney tiiplerine ve numune kori tliplerine
once 100 pL test ¢ozeltileri aktarildi. Reaktif korli deney tiiplerine ise numune yerine 100
puL numune ¢oziiciisii aktarildi. Daha sonra 3 mL FRAP reaktifi numune ve standart deney
tiiplerine ve reaktif korii tiiplerine 20 saniye ara ile pipetlenirken numune kori tiiplerine ise
FRAP reaktifinin ¢oziiciisii (%60-40 metanol-su) pipetlendi ve vortekslendi. ilk pipetlenen
tiipten baslanarak 20. dakikas1 dolan tiip alinip plastik kiivete aktarildi ve absorbans 595
nm’de okundu. Biitiin tiiplerin absorbansi saf suya kars1 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.
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FRAP degeri = Testte numune absorbansinin kalibrasyon grafiginde karsilik geldigi
[Trolox] uM degeri
Sonuglar uM TEAC (Trolox esdegeri antioksidan kapasite) olarak verildi.

2.4.5. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Bu yontemde, suda ve organik ¢6ziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasma dayanir. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 765 nm’de maksimum absorbans olusturur.

Bu c¢alismada meyvelerden elde edilen biitiin ekstraktlar kullanildi. Calismada
kullanilan gallik asit ve katesin standartlarinin konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde
metanolde ¢oziildi ve 7 farkli konsantrasyonla (1000- 500- 250- 125- 62.5-31.25- 15.63
pg/mL) calisildi. Numuneler tek konsantrasyon olacak sekilde stok ¢ozelti olarak calisildi.
50 pL’lik her bir numune ve standart ¢ozeltisine sirasiyla 2,5 mL saf su ve 250 pL
seyreltilmis Folin-Ciocaltaeu reaktifi eklendi, vortekslendi ve 3 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra, 750 upL (%7,5°lik) NayCOs; eklenerek tekrar
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart
konsantrasyonu 3 paralel c¢alisildi. Ayrica her bir numune ve standardin her bir
konsantrasyonu i¢in numune ve reaktif korii ¢alisildi. Inkiibasyon sonrasinda 765 nm’de
absorbanslar spektrofotometrede okundu. Hesaplamalarda {i¢ paralelin ortalamasi alinarak
kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarildi ve elde edilen veriler ile grafik ¢izildi. Toplam

fenolik madde miktar1 gram ya da mL numune basina ug olarak ifade edildi.

2.5. Karbonik Anhidraz Inhibisyon Etkileri

Meyve sular1 ve sulu ekstraktlarmm karbonik anhidraz enzimi iizerine etkisinin
belirlenmesinde sigir eritrosit karbonik anhidraz enzimi, ve inhibitor aktivitesi
karsilagtirmasi amaciyla siilfanilamid ve asetazolamid standart inhibitorleri kullanilmistir.
Aktivite tayininde enzimin esteraz aktivitesi kullanilmistir. Aktivite testinde 300 pL
numune ¢Ozeltisi tizerine 200 plL enzim ¢ozeltisi ilave edilip vorteks karistiriciyla
karistirilmis ve 10 dakika oda sartlarinda inkiibe edilmistir. Daha sonra bu karigim iizerine

1000 pL tampon ilave edilip karistirildiktan sonra 1500 pL. 3 mM substrat (p-nitrofenil
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asetat) ¢ozeltisi eklenip vortekslenmistir. Karisimim 348 nm’deki absorbansi 25 dakika
boyunca kaydedilmis ve sonuglar numune icermeyen kontrol ve enzim igermeyen kor
testlerle karsilagtrmali olarak degerlendirilmistir. Korlerin ¢ikarilmasiyla elde edilen
sonuclar kontrol testine gdre %inhibisyon olarak belirlenmistir. %Iinhibisyon hesab1

asagidaki formiile gore yapilmistir:

inhibisan Aktiviteyontrol~ AKtiVitenumune oo
y AKtivitegontrol




3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. HPLC-UV Metot Gelistirme

Fenolik bilesiklerin kanser, yaglanma ve kardiovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde
ve tedavisinde Onemli rolleri vardir. Calismada kullanilan dort meyve yerel tipta
kullanilmaktadir. Bu meyvelerin fazla miktarda fenolik bilesik icerdigi sanilmaktadir.

Optimize edilen HPLC-UV metodu kullanilarak 14 standart fenolik bilesigin (Sekil
18) analizine bir 6rnek Sekil 19’da gosterilmektedir. Kromatografik analizlerde ¢ogu
polifenoliin tanimlanmasinda spesifik olan 280 nm dalga boyu secildi. Temsili polifenol
bilesik kullanilarak Van Deemter egrisi ile optimum akis hiz1 0,5 dk/mL olarak ayarlandi.
Metot, 45 dakika icinde tiim analitlerin uygun bir sekilde ayrilmasini sagladi. Alikonma
zamani ve tekrarlanabilirlik ayni standartlarla hazirlanan ¢ozeltinin (20 pg/mL, her bir

bilesik i¢in) 3 kez enjeksiyonu ile belirlendi (Tablo 5).

(@) OH (@) OH OH
HO OH OH
OH OH (0] OH
Gallik asit 3,4-dihidroksibenzoik asit p-OH benzoik asit

@OH O~__OH OH
) o
Ho O OH Y\/@ OH
_CHs OH
OH 0]
OH OH
Katesin Vanilik asit Kaffeik asit



Siringik asit
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HO
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HO [
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OH OH
" ho 0 :ill
: (L)
|
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OH 0 H
HO 0 “[:::I:
0 OH

“1OH 0
OH OH

_CHg

Vanilin

Epikatesin

Rutin t-resveratrol

OH
OH O

Kaempferol

Sekil 18. Calismada kullanilan fenolik bilesiklerin yapisi



39

300

250 7

200

150 7

100 7

50 7

mAU

12

35 40 45

50

55 60 65

70 dk

Sekil 19. Standart fenolik bilesiklerin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlari, 1. gallik
asit, 2. 3,4-dihidroksibenzoik asit, 3. p-OH benzoik asit, 4. katesin, 5. vanilik asit,
6. kaffeik asit, 7. siringik asit, 8. epikatesin, 9. vanilin, 10. 4-OH sinnamik asit,
11. rutin, 12. t-resveratrol, 13. kuersetin, 14. kaempferol. Enjeksiyon hacmi 20 pL

ve kolon sicakligi 25 °C

Tablo 5. Gelistirilen HPLC-UV metodunun parametreleri

No  Bilesik %RSD (RT) %RSD (Alan)
1 Gallik asit 0,0794 1,7258
2 3,4-dihidroksibenzoik asit 0,0405 4,5306
3 p-OH benzoik asit 0,0488 2,4190
4 Katesin 0,0218 0,7292
5 Vanilik asit 0,0137 3,3761
6 Kaffeik asit 0,0237 3,0485
7 Siringik asit 0,0266 1,8054
8 Epikatesin 0,0307 3,5090
9 Vanilin 0,0074 3,7139
10 4-OH sinnamik 0,0470 0,6922
11 Rutin 0,0396 2,4545
12 t-Resveratrol 0,0304 3,1849
13 Kuersetin 0,0614 5,1580
14 Kaempferol 0,0198 6,1411

RT: Tutulma zamani, RSD: Bagil standart sapma.
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3.2. Meyve Sularmin ve Farkh Coziicii Ekstraktlarmin HPLC-UV Analizlerin
Karsilastirilmasi

Fenolik standartlar kullanilarak HPLC-UV metodunun optimizasyonunun ardindan,
biitiin meyvelerden elde edilen ekstraktlar analiz edildi. Sonuglar, her bir meyveye ait ayri
ayr1 ¢ekirdek ve zar kisimlarinin farkli ¢oziiciiler kullanilmasi ile elde edilen numunelerin
kromatogramlar1 ve biitlin meyvelerin meyve sularinin karsilastilmali kromatogramlari
halinde agagida verilmistir.

Gilaburunun ¢ekirdek kisimlarinin farkli ¢oziiciiler (metanol, asetonitril ve su) ile
ekstraksiyonundan elde edilen numunelerin kromatogramlar1 Sekil 20’de ve zar
kisimlarinin farkli ¢6ziiciiler ile elde edilen numunelerin kromatogramlari ise Sekil 21°de
verilmistir. Gilaburu meyvesine ait kromatogramlar, bu numunelerin her birinin 6nemli
derecede farkli kromatogram profillerine sahip oldugunu gostermektedir. Gilaburunun
farkli kisimlarindan elde edilen bilesik kompozisyonunun karsilastirilmasinda, c¢ekirdek
ekstraktlarinin zar ekstraktlarina gére daha fazla bilesen igerdigi goriilmektedir. Bu sonug
yapilan on-line ve off-line antioksidan testler ile de paralellik gostermektedir.

Farkli ¢oziicii  ekstraktlarmin  karsilastirilmasinda,  gilaburunun  metanollii
ekstraktlarindaki fenolik madde miktar1 sulu ve asetonitrilli ekstraktlara gore daha fazladur.
Sulu ekstraktlar da asetonitrilli ekstraktlara gore daha fazla fenolik madde igermektedir. Bu
profilden goriilmektedir ki, bir Ornekteki farkli O6zellikteki fenolik bilesiklerin elue
edilmesinde ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciiniin yapist ve polaritesi onemlidir. Elde
edilen kromatogramlara goére, organik ¢6ziiciiler daha ¢ok apolar karakterli bilesikleri yani
bir RP kolondan en son ayrilan bilesikleri ekstrakte ederken, inorganik ¢oziiciiler ise polar
bilesikleri (kolondan ilk 6nce ayrilan bilesikler) ekstrakte etmektedir. Sulu ekstraktlarin
kromatogram profiline bakildiginda ilk 30 dakikada hemen hemen biitiin bilesiklerin erken
elue edildigi goriilmektedir.

Ayrica flavonol aglikonlarin gradient sonunda elue edildigi icin (Sekil 19’da
kuersetin ve kaempferol) esas piklerin flavonol glikozitlere karsilik gelmeleri miimkiindiir.
Flavonoid glikozitler igerdikleri seker gruplarindan dolay1 daha yiiksek polariteye sahip
olduklarindan gradientte daha erken elue edilirler (Sekil 19°da rutin ~ 33 dk).
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Sekil 20. Gilaburu meyvesinin ¢ekirdek kismmin metanol (GBCM), asetonitril (GBCA) ve
sulu (GBCW) ekstraktlarimnm 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlar1
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Sekil 21. Gilaburu meyvesinin zar kisminin metanol (GBZM), asetonitril (GBZA) ve sulu
(GBZW)ekstraktlarinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlar1
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Kizileik meyvesinin g¢ekirdek kisimlarinin farkli ¢oziiciiler (metanol, asetonitril ve
su) ile ekstraksiyonundan elde edilen numunelerin kromatogramlar1 Sekil 22°de ve zar
kisimlarmin farkli ¢6ziiciiler ile elde edilen numunelerin kromatogramlari ise Sekil 23’de
verilmistir. Cekirdek ve zar kisimlarinin karsilastirilmasinda, ¢ekirdek kismmin daha fazla
miktarda fenolik bilesik icerdigi tespit edilmistir. Yapilan off-line antioksidan aktivite
belirleme yontemlerinde de (ABTS, FRAP ve TF madde miktar1) ayni sonu¢ elde
edilmistir; ¢ekirdek ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri daha ytiksektir.

Kizilcik meyvesinin ¢ekirdek numunelerinde farkl ¢oziicii karsilastirilmasinda, fazla
miktarda fenolik bilesikten diisige dogru ¢Oziicli siralamasi asetonitril-metanol-su
seklindedir. Fakat zar numunelerinde en az fenolik bilesik asetonitrilli numunelerde en
fazla ise metanollii numunelerde tespit edilmistir.

Cekirdek ve zar kisimlarindan elde edilen kromatogramlarin hepsinde 35-40
dakikalar arasinda birbirinden ayrilmamis pikler bulunmaktadir. Bunlar genellikle

prosiyanidinler yada prosiyanidin tiirevleridir (Liu vd., 2010).
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Sekil 22. Kizilcik meyvesinin ¢ekirdek kismimin metanol (KZCM), asetonitril (KZCA) ve

sulu (KZCW)ekstraktlarinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlari
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Sekil 23. Kizilcik meyvesinin zar kismimnin metanol (KZZM), asetonitril (KZZA) ve sulu
(KZZW) ekstraktlarinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlari
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Kokulu iiziim meyvesinin ¢ekirdek kisimlarmin farkli ¢oziiciiler (metanol, asetonitril
ve su) ile ekstraksiyonundan elde edilen numunelerin kromatogramlarinin karsilagtirmasi
Sekil 24°de, zar numunelerininki ise Sekil 25’de verilmistir.

Gilaburu ve kizilctkk meyvelerinde oldugu gibi kokulu iiziimde de c¢ekirdek
ekstraktlarindaki fenolik madde miktar1 daha fazladir. Sekil 24°de KUCM numunesine ait
kromatogramda skala yaklasik 600 civarinda iken KUCA numunesinde ise 1200
civarindadir. Fakat yapilan on-line ve off-line testlere gore KUCM numunesi en fazla
fenolik madde miktar1 icermekte ve yiiksek aktivite gostermektedir. KUCA numunesinde
skalanin 1200 civarinda olmasi1 3.dakikalarda gelen pikin fazla miktarda olmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 24. Kokulu {iziim meyvesinin ¢ekirdek kisminin metanol (KUCM), asetonitril
(KUCA) ve sulu (KUCW) ekstraktlarmin 280 nm’deki HPLC-UV
kromatogramlar1
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Sekil 25. Kokulu {iziim meyvesinin zar kismmin metanol (KUZM) , asetonitril (KUZA) ve

sulu (KUZW) ekstraktlarinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlari
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Karayemis meyvesinin ¢ekirdek kisimlarinin farkli ¢oziiciiler (metanol, asetonitril ve
su) ile ekstraksiyonundan elde edilen numunelerin kromatogramlarinin karsilastirmasi
Sekil 26’da ve zar numunelerininki ise Sekil 27°de verilmistir.

Yapilan biitiin off-line ve on-line antioksidan testlerde oldugu gibi, diger meyvelerin
aksine karayemis meyvesinde zar numunelerinin fenolik madde miktar1 ve antioksidan
aktivitesi ¢ekirdek numunelerine gore daha yiiksektir. Karayemis meyvesinin zar
kisimlarindaki yiiksek aktivitenin farkli ¢oziicli karsilastirilmasinda ise en fazla fenolik
bilesik metanollii ekstraktlardan elde edilirken, en az bilesik ise asetonitrilli ekstraktlardan
elde edilmistir. Cekirdek numunelerinde ise en fazla fenolik bilesik sulu numunelerden, en

az fenolik bilesik ise yine asetonitrilli ekstraktlardan elde edilmistir.
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Sekil 26. Karayemis meyvesinin ¢ekirdek kisminin metanol (KUCM), asetonitril (KUCA)
ve sulu (KUCW) ekstraktlarmin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlari
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Sekil 27. Karayemis meyvesinin zar kismimin metanol (KYZM), asetonitril (KYZA) ve

sulu (KYZW) ekstraktlarinin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlari
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Biitiin meyvelerin meyve sularindan elde edilen kromatogram sonuglar1 ise
karsilastirma yapilmak iizere sirastyla gilaburu (GBS), kizileik (KZS), kokulu {iziim (KUS)
ve karayemis (KYS) meyve sular1 olmak tizere Sekil 28°de verilmistir.

Numunelerdeki fenolik bilesiklerin ayrilmasinda RP kolonlar kullanildigi i¢in meyve
suyu numunelerinde polar bilesikler kromatogramlarin ilk 25 dakikasinda kolondan
ayrilmistir. Meyve sularmin karsilagtirilmasinda gilaburu meyve suyundan elde edilen
fenolik bilesik miktar1 digerlerine gore daha fazladir. Meyve sularinin icerdigi en fazla

fenolik maddeden en aza dogru olan siralama gilaburu-kizilcik-karayemis ve kokulu {iziim
seklindedir.
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Sekil 28. Gilaburu (GBS), kizilcik (KZS), kokulu iiziim (KUS) ve karayemis (KYS)
meyvelerinin meyve suyu kisimlarmin 280 nm’deki HPLC-UV kromatogramlari
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3.3. On-line Antioksidan Aktivite Analiz Sonug¢lar

3.3.1. Standartlarin On-line HPLC-ABTS ve HPLC-DPPH Analizlerinin
Karsilastirilmasi

On-line HPLC-ABTS ve HPLC-DPPH analizleri antioksidan fenolik bilesiklerin
tanimlanmasinda kullanilan hemen hemen paralel kimyasal dedeksiyon yontemleridir.
Kromatogramdaki negatif pikler 6rnek i¢indeki antioksidan bilesigin karsiligidir. Sekil
29°da 14 standart fenolik bilesigin on-line HPLC-ABTS ve HPLC-DPPH radikali
temizleme aktiviteleri 280 nm’deki UV kromatogramla birlikte gosterilmistir. Her iki
yontemde de SCso degerleri biiyiilk olan p-OH benzoik asit ve vanilin dedekte
edilememistir. Ayrica sadece on-line DPPH yontemi ile vanilik asit ve 4-OH sinnamik asit
de dedekte edilememistir.

Sekil 30°da konsantrasyon ile ABTS radikal temizleme testi arasindaki iligki
verilmistir. Bunun i¢inde gilaburu meyvesinin g¢ekirdek kisminin metanollii ekstraktinin
(GBCM) stok ve 1:2, 3:10, 1:10 oraninda stoktan seyreltilmis numuneleri kullanilmustir.
Kromatogramlara gore numune konsantrasyonu ile ABTS™ temizleme aktivitesi arasinda

dogrusal bir korelasyon vardir.
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Sekil 29. Standart fenolik bilesiklerin on-line analizleri (biitiin bilesiklerin konsantrasyonu

20 ppm). A: 280 nm’deki UV kromatogram, B: 414 nm’deki ABTS radikal
temizleme kromatogrami, C: 521 nm’deki DPPH radikali temizleme
kromatogrami. Tanimlama: 1. gallik asit, 2. 3,4-dihidroksibenzoik asit, 3. p-OH
benzoik asit, 4. katesin, 5. vanilik asit, 6. kaffeik asit, 7. siringik asit, 8. epikatesin,
9. vanilin, 10. 4-OH sinnamik asit, 11. rutin, 12. t-resveratrol, 13. kuersetin, 14.
kaempferol
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Sekil 30. A: Gilaburu meyvesinin ¢ekirdek kisminin metanollii (GBCM) ekstraktinin farkli
konsantrasyonlarinin (stok ve 0.5, 0.3, 0.1 oraninda seyreltilmis) 280 nm’deki on-
line HPLC-UV kromatogramlari, B: Farkli konsantrasyonlardaki bu numunenin
414 nm’deki on-line HPLC-ABTS kromatogramlari
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3.3.2. Gilaburu Meyvesinin On-line HPLC-Antioksidan Analiz Sonuglari

Sekil 31°de gilaburu meyve suyunun (GBS) ABTS ve DPPH radikallerini temizleme
kromatogramlar1 verilmistir. On-line ABTS ve DPPH testlerinin karsilastirilmasinda,
ABTS radikal temizleme testinin daha fazla fenolik bilesige karst hassas oldugu
goriilmektedir. Sekil 32°de ise gilaburu meyvesinin ¢ekirdek kisminin metanollii (GBCM)
ekstraktinin pozitif ve negatif pikleri verilmistir. GBS numunesinde oldugu gibi on-line
ABTS testinde negatif piklerin sayis1 daha fazladir.

ABTS yonteminin daha hassas ve sinyal/giiriilti (S/N) oraninin daha biiyiik
olmasindan dolayi, diger numunelerin on-line antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde
on-line ABTS yontemi kullanilmistir.

Gilaburu meyvesinin gekirdek kisminin sirasiyla metanol, asetonitril ve su ¢oziiciileri
ile hazirlanan ekstraktlarmin (GBCM, GBCA, GBCW) on-line ABTS radikali temizleme
kromatogramlarindaki (Sekil 32, 34, 36) antioksidan bilesigin varligini gosteren negatif
piklerin yogunlugu zar kisimlarinin metanol, asetonitril ve sulu ekstraktlarmin (GBZM,
GBZA, GBZW) kromatogramlarindaki (Sekil 33, 35, 37) negatif piklerden daha fazla
oldugu goriilmektedir. Gilaburu g¢ekirdek ekstraktlarindaki ¢oziicii karsilastirilmasinda ise
en fazla negatif pik, metanollii numunede bulunmaktadir. En az negatif pik ise asetonitrilli
numunenin kromatogramindan elde edilmistir. Sonuglar off-line ABTS test sonuglariyla

paraleldir.
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Sekil 31. Gilaburu meyvesinin meyve suyunun (GBS) on-line antioksidan aktivite analizi
A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki ABTS radikali temizleme
kromatogrami, C: 521 nm’deki DPPH radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 32. Gilaburu meyvesinin ¢ekirdek kismimin metanollii (GBCM) ekstraktinin on-line

antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami, C: 521 nm’deki DPPH radikali
temizleme kromatogrami
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Sekil 33. Gilaburu meyvesinin zar kisminin metanollii (GBZM) ekstraktinin on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deKi
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 34. Gilaburu meyvesinin ¢ekirdek kismiin asetonitrilli (GBCA) ekstraktinin on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 35. Gilaburu meyvesinin zar kisminin asetonitrilli (GBZA) ekstraktinin on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deKi
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 36. Gilaburu meyvesinin ¢ekirdek kismmin sulu (GBCW) ekstraktinin on-line

antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deKi

ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 37. Gilaburu meyvesinin zar kisminin sulu (GBZW) ekstraktinin on-line antioksidan
aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki ABTS
radikali temizleme kromatogrami
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3.3.3. Kizilaik Meyvesinin On-line HPLC-ABTS Antiradikal Analiz Sonugclar

Sekil 38’de kizilcik meyve suyunun (KZS) ABTS radikal temizleme kromatogrami
verilmistir. RP kolonda 280 nm’de ayrilan hemen hemen her fenolik bilesik on-line ABTS
radikal temizleme testine cevap vermistir. 10-30 dakikalar1 arasinda numunede az miktarda
olan herbir bilesigin biiyiik bir negatif piki bulunmaktadir. Buda, numunenin igerisindeki
az miktarda bulunan bilesiklerin antioksidan ozelliginin yiikksek olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Gilaburu meyvesinde oldugu gibi kizilcikta da cekirdek kismmin farkli ¢oziict
ekstraktlarmin (sirasiyla KZCM, KZCA, KZCW) on-line ABTS radikali temizleme
kromatogramlarindaki (Sekil 39, 41, 43) negatif piklerin boyutunun zar kismmnmn farkl
¢oziicli ekstraktlarininin (KZZM, KZZA, KZZW) kromatogramlarindaki (Sekil 40, 42, 44)
negatif piklerinkinden daha fazla oldugu goriilmektedir. Kizilcik meyvesinin ¢ekirdek
kisminm metanollii ekstrakti (KZCM) ile asetonitrilli ekstraktt (KZCA) fazla miktarda
fenolik bilesik igerdigi icin ABTS radikalini tamamen temizlemistir. Bunun i¢inde on-line
testte bu numuneler stoktan 1:10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Zar kismindaki
¢oziicii karsilastirilmasinda en fazla negatif pik metanollii ekstraktlardan, en az ise
asetonitrilli ekstraktlardan elde edilmistir. Sonuclar off-line ABTS antioksidan aktivite

belirleme yontemiyle paraleldir.
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Sekil 38. Kizilcik meyvesinin meyve suyunun (KZS) on-line antioksidan aktivite analizi A:
280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki ABTS radikal temizleme
kromatogrami



67

2704

225

175+

125+

757

259

mAU

-50]
—165%
-280
-395°

-5101

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65 70 dk

Sekil 39. Kizilcik meyvesinin ¢ekirdek kismmin 1:10 seyreltilmis metanollii ekstraktinin
(KZCM) on-line antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami,

B: 414 nm’deki ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 40. Kizilcik meyvesinin zar kismmin metanollii ekstraktinin (KZZM) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 41.

Kizilcik meyvesinin ¢ekirdek kisminin 1:10 seyreltilmis asetonitrilli ekstraktinin
(KZCA) on-line antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogramia,
B: 414 nm’deki ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 42. Kizilcik meyvesinin zar kisminin asetonitrilli ekstraktinin (KZZA) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deKi

ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 43. Kizilcik meyvesinin ¢ekirdek kisminin sulu ekstraktinin (KZCW) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deKi
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 44. Kizilcik meyvesinin zar kismmin sulu ekstraktinin (KZZW) on-line antioksidan
aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki ABTS
radikali temizleme kromatogrami
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3.3.4. Kokulu Uziim Meyvesinin On-line HPLC-ABTS Antiradikal Analiz
Sonuclarn

Sekil 45°de kokulu iizim meyve suyunun (KUS) ABTS radikal temizleme
kromatogrami verilmistir. KUS numunesi on-line ABTS testine karst bir cevap
vermemistir. KUS numunesi off-line ABTS testinde de kokulu tiziimiin diger numuneleri
arasinda en fazla SCsp (0,0882) dolayisiyla da en diisiik antioksidan aktivite degerine
sahiptir.

Kokulu tiztimiin ¢ekirdek kisminin farkli ¢oziicii ekstraktlarmin (KUCM, KUCA,
KUCW) kromatogramlar:1 sirasiyla Sekil 46, 48 ve 50°de ve zar kismiin farkh ¢oziicii
ekstraktlar1 (KUZM, KUZA, KUZW) ise Sekil 47, 49 ve 51°de verilmistir. Cekirdek
ekstraktlarindan  elde edilen kromatogramlardaki negatif pik boyutlar1 zar
ekstraktlarindakine gore daha fazladir.

Kokulu iizimde KUCM numunesi 1:10 oraninda seyreltilerek ¢alisilmistir. Cekirdek
ekstraktlarindaki farkli ¢oziicii karsilastirilmasma gore antioksidan varligini gésteren en
fazla negatif pik metanollii numunede (KUCM), en az ise sulu numunede (KUCW)

bulunmaktadir. Sonuglar off-line ABTS testi ile paraleldir.
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Sekil 45. Kokulu iiziim meyvesinin meyve suyunun (KUS) on-line antioksidan aktivite
analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki ABTS radikali

temizleme kromatogrami
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Sekil

46. Kokulu liziim meyvesinin ¢ekirdek kisminin 1:10 seyreltilmis metanollii
ekstraktinin (KUCM) on-line antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV
kromatogrami, B: 414 nm’deki ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 47. Kokulu iiziim meyvesinin zar kisminin metanollii ekstraktinin (KUZM) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki

ABTS radikali temizleme kromatogrami




77

] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

dk

Sekil 48. Kokulu iiziim meyvesinin ¢ekirdek kisminin asetonitrilli ekstraktinin (KUCA)
on-line antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogramu, B: 414
nm’deki ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 49. Kokulu iiziim meyvesinin zar kisminin asetonitrilli ekstraktinin (KUZA) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 50. Kokulu iiziim meyvesinin ¢ekirdek kisminin sulu ekstraktinin (KUCW) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 51. Kokulu iiziim meyvesinin zar kisminin sulu ekstraktinin (KUZW) on-line

antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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3.3.5. Karayemis Meyvesinin On-line HPLC-ABTS Antiradikal Analiz
Sonuclarn

Sekil 32’de karayemis meyve suyunun (KYS), Sekil 53, 55, 57°de meyvenin
cekirdek kisminin sirasiyla metanollii, asetonitrilli ve sulu ekstraktlarmin (KYCM, KYCA,
KYCW) on-line ABTS kromatogramlari, Sekil 54, 56, 58’de ise zar kisminin metanolli,
asetonitrilli ve sulu ekstraktlarmin (KYZM, KYZA, KYZW) on-line ABTS
kromatogramlar1 verilmistir.

Karayemis meyvesinin diger meyvelerin aksine zar kisminin ¢ekirdek kismma gore
daha fazla negatif pik icerdigi goriilmektedir. Ayrica hemen hemen hi¢ negatif piki
bulunmayan numune ise ¢ekirdek kisminmn asetonitrilli (KYCA) ekstraktidir. Bu
numunenin off-line ABTS testinde bulunan SCsy degeri ise diger ekstraktlar arasinda en
fazla (0,1788) olandir. Karayemis numuneleri arasinda antioksidan bilesiklerin varligini
gosteren negatif pik, en fazla zar kisminin metanollii ekstraktinda (KYZM) tespit

edilmistir.
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Sekil 52. Karayemis meyvesinin meyve suyunun (KYS) on-line antioksidan aktivite analizi
A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki ABTS radikali temizleme
kromatogrami
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Sekil 53. Karayemis meyvesinin ¢ekirdek kisminimn metanollii ekstraktinin (KYCM) on-
line antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414
nm’deki ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 54. Karayemis meyvesinin zar kismmnin metanollii ekstraktmin (KYZM) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 55. Karayemis meyvesinin ¢ekirdek kisminim asetonitrilli ekstraktinin (KYCA) on-
line antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414
nm’deki ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 56. Karayemis meyvesinin zar kisminin asetonitrilli ekstraktinin (KYZA) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 57. Karayemis meyvesinin ¢ekirdek kisminim sulu ekstraktmimn (KYCW) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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Sekil 58. Karayemis meyvesinin zar kisminin sulu ekstraktinin (KYZW) on-line
antioksidan aktivite analizi A: 280 nm’deki UV kromatogrami, B: 414 nm’deki
ABTS radikali temizleme kromatogrami
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3.8. Fenolik Bilesikler

3.8.1. Carpismadan Kaynaklanan Ayrisma ile LC-MS Kullamilarak Glikozidik
Flavonoidlerin Tamimlanmasi

Temsili olarak alman gilaburunun meyve suyu ve g¢ekirdek kismmin metanollii

ekstraktinda bulunan 4 tane seker bagli flavonol Tablo 6’da gosterilmistir. Kuersetin

aglikonlarindan ibaret olan bu flavonollar mevcut yontemle tanimlanabilir.

Tablo 6. Gilaburunun meyve suyu ve ¢ekirdek kisminm metanollii ekstraktinin LC-ESI-
MS ile ¢arpigma kaynakli ayrigma sayesinde tespit edilen yapilarin molekiiler iyon
(IM-H]) m/z degerleri ve baglica fragmentler

Pik RT Bilesik [M-H]" m/zfragment(ler) Kaynak
(dk)

31 (GBCM’de) 22,63  Kuersetin- 447 300 (1
deoksiheksoz

S (GBS’de) 31,2 Kuersetin- 595 300 I
heksoz+pentoz

V (GBS’de) 36,16  Kuersetin-heksoz 463 300 I 1l

Y (GBS’de) 37,86  Kuersetin- 447 300, 271, 255, 179 I 11

deoksiheksoz

I: Alonso-Salces vd.,2004; 1I: Hakkinen ve Auriola, 1998

3.8.1.1. Heksoz

Gilaburunun meyve suyunda (GBS) kuersetine bagh bir tane heksoz grubu igeren

heksozlu monoglikozit gozlendi (Tablo 6). Kuersetin-heksozun kiitle spektrumu Sekil

59’da gosterilmistir. Kuersetin-heksoz molekiiler iyonu 463 akb olup alikonma zamani

36,16°dir. m/z 300°e sahip iyon fragmentasyon sirasinda olusan kuersetine karsilik gelir.

162 akb kiitle farkmnmn bir birim heksoz kaybindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Alonso-Salces vd., 2004; Hakkinen ve Auriola, 1998).
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Sekil 59. Kuersetin-heksozun %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.8.1.2. Deoksiheksozlar

Gilaburunun ¢ekirdek kismmin metanollii ekstraktinda (GBCM) ve meyve suyunda
(GBS) kuersetine bagli deoksiheksoz gézlendi (Tablo 6). Kuersetin-deoksiheksoz 447 akb
olan bir [M-H] iyonuna sahip olup, m/z 300’e¢ karsilik gelen fragment iyonu temelde
kuersetinin varhigmi gostermektedir (Alonso-Salces vd.,2004; Hakkinen ve Auriola, 1998).

Kuersetin-deoksiheksozun kiitle spektrumu Sekil 60°da gosterilmistir.
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Sekil 60. Kuersetin-deoksiheksozun %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu
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3.8.1.3. Heksoz + Pentoz

Gilaburunun meyve suyu ekstraktinda bir tane kuersetin-heksoz+pentoz flavonol
glikoziti tespit edilmistir (Tablo 6). Molekiiler iyon 595 m/z’ye sahip olup tutulma zamani
31,2’dir. 294 m/z kayb1 162+132 sirasiyla heksoz ve pentoz kaybimi agiklar (Hakkinen ve
Auriola, 1998). Tespit edilen yapmin kiitle spektrumu Sekil 61°de gosterilmistir.
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Sekil 61. Kuersetin-heksoz+pentozun %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.8.2. LC-ESI-MS ve Uygun Standartlarla Karsilastirilarak Ilave
Flavonoidlerin Tanimlanmasi

Katesin, epikatesin, klorogenik asit ve rutin fenolik bilesikleri, standartlarinin
alikonma zamani ve kiitle spektrumlar1 ve literatiirde rapor edilen verilerle karsilastirilarak

tanimlandu. lgili kiitle spektrumlar1 asagida verilmistir.

3.8.2.1. Prosiyanidin Dimer

Prosiyanidin dimerin gozlenen molekiiler iyonu 577 m/z olup fragment iyonlar1
sirastyla 451, 425, 407, 289, 245°dir. 425 m/z fragmentinden flavonoidin bir RDA (Retro-
Diels-Alder) fisyonu sonucu bir su ayrilmasi ile 407 m/z ve bir monomer (katesin veya
epikatesin) ayrilmasi ile 289 m/z fragmenti olusur (Verardo vd., 2008; Tomas-Barberan

vd., 2001). Numuneler igerisinde farkli tutulma zamanlarina sahip prosiyanidin dimerleri
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gbozlendi. Bunun nedeninin katesin ve epikatesin bilesiklerinin farkli baglanma
bolgelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Gilaburunun meyve suyunda (GBS) dort
farkli prosiyanidin dimer tespit edilmistir (Sekil 63). Temsili prosiyanidin dimerin kiitle
spektrumu Sekil 62°de verilmistir. GBCM numunesinde bir tane A-tip prosiyanidin dimeri

gozlenmistir.
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Sekil 62. Prosiyanidin dimerin %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu
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Sekil 63. Gilaburunun meyve suyunda gézlenen prosiyanidin dimer (m/z 577 akb) i¢in
ekstrakte iyon kromatogrami
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3.8.2.2. Prosiyanidin Trimer

Molekiiler iyonu 865 m/z’ye sahip olan prosiyanidin trimer GBS ve GBCM
numunelerinde tespit edildi. Fragment iyonlar1 713, 577, 425 ve 407 m/z’dir (Hokkanen
vd., 2009; Fahleh vd., 2011; Sudjaroen vd., 2005:). Bu trimerik yapinin temsili kiitle
spektrumu Sekil 64°de gosterilmistir.
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Sekil 64. Prosiyanidin trimerin %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.8.2.3. Katesin

Katesin 289 m/z molekiiler iyona sahip olup alikonma zamam 19,80 dk’dir. Kiitle
spektrumu Sekil 65°de verilmistir. 289 ve 245 arasindaki 44 akb farkinin bir CO; veya —
CH,-CHOH- grubunun kaybindan kaynaklandigi disiiniilmektedir (Soong ve Barlow,
2005; Lopes-Lutz vd., 2010).

3.8.2.4. Epikatesin

Epikatesin 23,54 dk alikonma zamani ve 289 m/z molekiiler iyonuna sahiptir. 289 ve
245 negatif molekiiler iyonlar arasindaki 44 akb farkinin bir CO, veya —CH,-CHOH-
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grubunun kaybindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Soong ve Barlow, 2005; Lopes-Lutz
vd., 2010). Kiitle spektrumu Sekil 66’da verilmistir.
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Sekil 65. Katesinin %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu
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Sekil 66. Epikatesinin %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.8.2.5. Rutin

Rutin alikonma zamani 35,29 dk ve 609 m/z’li bir negatif molekiiler iyon ([M-H])’a

sahiptir. Fragment iyonu 301 m/z, bir rutin biriminden kaynaklandig: tespit edilmistir
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(Vinson vd., 2001; Lopes-Lutz vd., 2010). Temsili standart bilesik ile dogrulanmustur.
Kiitle spektrumu Sekil 67°de gosterilmistir.
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Sekil 67. Rutinin %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.8.2.6. Klorogenik Asit

Klorogenik asidin negatif molekiiler iyonu 353 m/z olup ¢esitli alikonma
zamanlarinda farkli numunelerin kromatogramlar1 boyunca goézlendi. Klorogenik asidin
dimer piki [2M-H]" 707 m/z ve kuinik asit esterlerinin tipik fragment iyonu [kuinik asit-H]
191 m/z, klorogenik asidin fragment iyonlar1 olarak tespit edildi (Carini vd., 2001). GBS
ve GBCM numunelerinde klorogenik asit fazla miktarda tespit edildi. Ozellikle GBS
numunesinde 19,26 dk alikonma zamanina sahip olan biiyiik bir pik tespit edildi. Kiitle
spektrumu Sekil 68’de gosterilmistir.
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Sekil 68. Klorogenik asitin %10 CID ile elde edilen kiitle spektrumu

3.8.2.7. Dikaffeik Asit

Sekil 69°da gosterilen kiitle spektrumunda dikaffeik asidin molekiiler iyonu 341 m/z
ve fragment iyonlar1 179, 161, 683 m/z olup, molekiiler iyonun dimer molekiiler iyonu 341
m/z’dir (Bravo vd., 2006 Bravo vd., 2007). Bir kaffeik asit grubunun ayrilmasi ile, heksoz
grubunun ayrilmasi sonucu elde edilen fragment iyonu 162 m/z oldugu i¢in bu bilesigin
tanimlanmas1 tam olarak yapilamayabilir. Fakat 682 m/z iyon fragmenti bir kaffeik asidin

glikozitinden ¢ok bir kaffeik asit dimerinden kaynaklandig tespit edilmistir.
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Sekil 69. Dikaffeik asitin %10 CID ile elde edilen kiitle spektrum
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3.8.3. Fenolik Bilesiklerin HPLC-UV ve HPLC-ESI-MS ile Tanimlanmasi

Tablo 7 ve 8’de sirasiyla GBS ve GBCM numunelerinde HPLC-UV ve HPLC-ESI-
MS yontemleri ile ayrilan ve tanimlanan fenolik bilesiklerin molekiiler iyonu ve tipik
fragment iyonlar1 gosterilmistir. Fenolik bilesiklerin daha iyi ayrilmasini saglamak igin
kolon degistirilmeden daha uzun gradient uygulandi (Boliim 2.3.2).

GBS numunesindeki yaklasik 19. dakikalarda ayrilan biiyiik pikin daha uzun gradient
ile iki pik olarak ayrilmasi saglandi (Sekil 70, I11). GBS numunesinde fazla miktarda
klorogenik asit tespit edildi. Yapilan literatiir taramasinda da gilaburu meyvesinin temel
fenolik bilesiginin klorogenik asit oldugu bulunmustur (Velioglu vd., 2006; Kim vd.,
2005).

GBCM numunesinde (Sekil 71 ve Tablo 8) 7,04, 7,48 ve 11,44 dakikalarindaki
piklerin molekiiler iyonlar1 sirasiyla 613, 613 ve 597 m/z olup sadece 289 m/z fragment
iyonuna sahiptirler. Buda bu numunede yapisinda 289 molekiiler iyonuna sahip katesin
yada epikatesin bilesiklerinin varhigin1 gostermektedir. Bunlar katesin (epikatesin)-
diheksoz veya katesin-deoksiheksoz+heksoz olabilir. Fakat bu veri diger molekiillerin
tanimlanmasinda yeterli olmayabilir. GBCM numunesinde 35-45 dakikalar arasinda (Sekil
22 ve 23) ayrilmamis piklerin bulundugu bir alan bulunmaktadir. Meyve 6rneklerindeki bu
benzer goriinim Ornekte fazla miktarda bulunan oligo veya polimerik proantosiyanidin
aglikonlarmdan kaynaklandig1 bilinmektedir (Salminen, 2005).

Katesin, epikatesin, prosiyanidin B2, prosiyanidin trimer, kuersetin-deoksiheksoz,
klorogenik asit ve proantosiyanidin dimer monoglikozit fenolik bilesikleri hem GBS hem
de GBCM numunelerinde bulundugundan, ayirici bir 6zellik degildir. Fakat rutin,
kuersetin-heksoz+pentoz, pelargonidin-3-glikozit-vinilguaiacol varyantlar1 ve peonidin-3-
glikozit (Pigment A varyant)’leri GBS ve GBCM numuneleri i¢in spesifik birer fenolik
bilesiktir.
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Sekil 70. Gilaburunun meyve suyunun (GBS) HPLC-UV kromatogramlari, I: 280 nm’deki
kromatogram, 1l: 280 nm’deki biiyiiltiilmiis kromatogram, III: 280 nm’deki uzun
gradientli kromatogram
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Tablo 7. Gilaburunun meyve suyunda (GBS) HPLC-ESI-MS ile tespit edilen fenolik

bilesikler
Bilesik No RT [M-HT Fragment iyonlar  Bilesik Kaynak
(dk) (m/z) m/z
A 2,62 337 191, 674° Kumaroyil-kuinik asit IX
B 6,14 393 - T
c 6,84 393 - T
D 16,83 706,9 191, 353 Klorogenik asit dimer Il
E 17,14 577 451, 425, 407,289  Prosiyanidin B2 \Y%
F 18,12 577 451, 425, 407,289  Prosiyanidin B2 \Y%
G 19,26° 353 191,707% Klorogenik asit Il
H 19,26° 289 245 Katesin V, XVI
20,21 865 577, 289 Prosiyanidin trimer 1V, VI
i 20,67 865 577, 289 Prosiyanidin trimer 1V, VI
J 21,05 382 - T
K 21,98 577 451, 425, 407, 289 Prosiyanidin B2 \Y
L 22,70 353 191, 707° Klorogenik asit i
M 23,54 289 245 Epikatesin V, XVI
N 25,74 865 577, 289 Prosiyanidin trimer 1V, VI
O 26,71 739 449, 425, 407,289  Proantosiyanidin dimer Vil
monoglikozit
27,52 577 451, 425, 407,289  Procyanidin B2 \Y
R 28,72 739 449, 425, 407,289  Proantosiyanidin dimer Vil
monoglikozit
S 31,2 595 300 Kuersetin- 1
heksoz+pentoz
T 32,29 613 289 T
u 35,29 609 300 Rutin VI, XVI
\% 36,16 463 300 Kuersetin-heksoz LI
Y 37,86 447 300 Kuersetin-deoksiheksoz LI
Z 38,02 451 341 T
W 38,22 451 341 T

? Dimerik bilesik, ® ve © ayni tutulma zamanlarina sahip olup birbirinden ayrilmamis piklerdir. Uzun gradient
ve standartlar kullanilarak tespit edilmistirler. T: .Tanimlanmadi.

I: Alonso-Salces vd., 2004; 11: Hakkinen ve Auriola, 1998; I11: Carini vd., 2001; IV: Fahleh vd., 2011; V:
Soong ve Barlow, 2005: VI: Sudjaroen vd., 2005: VII: Salminen vd., 2005; VIII: Vinson vd., 2001; IX:
Weisz vd., 2009; XVI: Lopes-Lutz vd., 2010



100

P500 ,f

250 ]
1750 |
1250 |

750 |

250 |

00 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 dk

300 7 \

250

200

150

100

50 1

40.0 45.0 dk

Sekil 71. Gilaburunun g¢ekirdek kismmnin metanolik (GBCM) ekstraktinin HPLC-UV
kromatogramlari, A: 280 nm’deki kromatogram, B: 280 nm’deki biiyiiltiilmiis
kromatogram
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Tablo 8. Gilaburunun gekirdek kisminin metanollii ekstraktindaki (GBCM) HPLC-ESI-MS
ile tespit edilen fenolik bilesikler

Bilesik RT [M-H]" Fragmentiyonlar Bilesik Kaynak
No (dk) (m/z) m/z
1 2,35 341 179, 161, 683° Dikaffeik asit X1, XVII
2 4,89 368 206 T
3 7,04 613 289 T
4 7,26 827 - T
5 7,48 613 289 T
6 8,45 577 451, 425, 407,289  Prosiyanidin B2 \Y%
7 8,90 451 289 Katesin glikozit XV, XVIII
8 9,15 577 451, 425, 407,289  Prosiyanidin B2 V
9 9,37 353 191, 707? Klorogenik asit Il
10 9,63 865 577, 289 Prosiyanidin trimer IV, VI, XIX
11 9,79 289 245 Katesin V, VI
12 10,49 577 451, 425, 407,289  Prosiyanidin B2 \Y
13 11,28 353 191 Klorogenik asit 11
14 11,44 597 289 T
15 11,76 289 245 Epikatesin V, VI
16 12,62 865 577, 289 Prosiyanidin trimer Vv, VI
17 12,97 579 417 Pelargonidin3-glukozit- X, XI, XIV

vinilguaiacol varyant veya
Peonidin-3-Glukozit (Pigment A

varyant)
18 13,26 739 449, 425, 407,289  Proanthocyanidin dimer Vil
monoglikozit
19 13,64 577 451, 425, 407,289  Prosiyanidin B2 Vv
20 13,96 865 577, 289 Prosiyanidin trimer IV, VI, XIX
21 14,41 579 417 Pelargonidin3-glukozit- X, XI, VI

vinilguaiacol varyant veya
Peonidin-3-Glukozit (Pigment A

varyant)
22 14,95 739 449, 425, 407, 289  Proantosiyanidin dimer VII
monoglikozit
23 15,81 575 449, 423, 407,289  Prosiyanidin A-tip Dimer Xl
24 17,18 535 373 T

25 17,79 865 577, 289 Prosiyanidin trimer 1V, VI, XIX




Tablo 8’in devami
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Bilesik RT [M-H]" Fragmentiyonlar Bilesik Kaynak

No (dk) (m/z) m/z

26 18,04 577 451, 425, 407,289  Prosiyanidin B2 \%

27 19,92 535 373 T

28 20,58 579 417 Pelargonidin3-glukozit- X, XI, VI
vinilguaiacol varyant veya
Peonidin-3-Glukozit (Pigment A
varyant)

29 21,91 579 417 Pelargonidin3-glukozit- X, X1, VI
vinilguaiacol varyant veya
Peonidin-3-Glukozit (Pigment A
varyant)

30 22,38 579 417 Pelargonidin3-glukozit- X, XI, VI
vinilguaiacol varyant veya
Peonidin-3-Glukozit (Pigment A
varyant)

31 22,63 447 300 Kuersetin-deoksiheksoz 1

32 22,91 451 341 T

33 23,35 451 341 T

34 24,24 519 357 T

35 24,67 579 417 Pelargonidin3-glukozit- X, XI, VI
vinilguaiacol varyant veya
Peonidin-3-Glukozit (Pigment A
varyant)

36 25,49 549 387 Pelargonidin3-glukozit (Pigment A X, VI
varyant)

37 25,86 519 357 T

38 27,47 451 341 T

39 31,81 549 387 Pelargonidin3-glukozit (Pigment A X, VI

varyant)

% Dimerik bilesik; T: Tanimlanmadi.

Il: Hakkinen ve Auriola, 1998; Ill: Carini vd., 2001; 1V: Fahleh vd., 2011; V: Soong ve Barlow, 2005: VI:
Sudjaroen vd., 2005: VII: Salminen vd., 2005; X: Alcalde-Eon vd., 2006; XI: Hayasaka ve Asenstorfer,
2002; XII: Appeldoorn vd., 2009; XIII: Bravo vd., 2006; XIV: Rivas vd., 2006; XV: Verardo vd., 2010;
XVII: Bravo vd., 2007; XVIII: Amarowicz vd., 2010; XIX: Amarowicz vd., 2009
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3.9. Antioksidan Aktivite

Biitiin meyvelerin (gilaburu, kizilcik, kokulu iiziim ve karayemis) meyve sularinda
ve ¢ekirdek ve zar kisimlarindan ayr1 ayr1 metanol, asetonitril ve su ¢oziiciileri kullanilarak
elde edilen ekstraktlarinda antioksidan aktiviteyi belirlemek iizere ABTS radikal
temizleme aktivitesi, demir (I11) indirgeme / antioksidan kuvvet (FRAP) aktivitesi ve
Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde tayin yontemleri olmak iizere ii¢ test
uygulanmistir. Antioksidan yontemlerde standart olarak butillenmis hidroksi toluen (BHT),

Trolox, gallik asit ve katesin karsilastirma amacl kullanilmistir.

3.9.1. ABTS Radikal Temizleme Aktivite Tayin Yontemi

Biitiin meyvelerin meyve sularinda ve ¢ekirdek ve zar kisimlarinin metanolli,
asetonitrilli, sulu ekstraktlarinda antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde ABTS radikali
temizleme aktivite tayin yontemi kullanildi. Standart antioksidanlar olarak BHT, Trolox,
gallik asit ve kuersetin kullanildi. Antioksidan aktivite, numunelerin SCsy degerleri
belirlenerek karsilastirilmistir (Sekil 73, 75, 77, 79). SCs, baslangic ABTS radikal
konsantrasyonunu yariya diistiren numune konsantrasyonudur ve genelde mg/mL veya mM
olarak ifade edilmektedir. Yontemde kullanilan standartlarin degisen konsantrasyonlari

kullanilarak absorbans dl¢limlerine dayali elde edilen grafikler Sekil 72°de gdsterilmistir.
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Sekil 72. ABTS yontemine gore, kullanilan standartlarin konsantrasyon-absorbans

grafikleri
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3.9.1.1. Gilaburu Meyvesinin Ekstraktlarindaki ABTS Radikal Temizleme

Aktivitesi
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Sekil 73. Gilaburu meyvesinin biitiin ekstraktlarinin ve kullanilan standartlarin 734
nm’deki absorbansa dayali ABTS radikali temizleme aktivitesi tayini sonucu elde
edilen SCsy degerleri (birim, standartlar igin mg/mL, numuneler igin seyrelme
orani)

Sekil 73’de gosterilen gilaburu meyvesinin biitiin ekstraktlarinin SCso degerlerine
gore, gilaburu meyve suyunda (GBS) ve ¢ekirdek kismmin metanolli (GBCM)
ekstraktinin diger gilaburu numunelerine gore 5,4-40 kati1 daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu goriilmistiir. Gilaburunun ¢ekirdek ve zar kisimlar1 karsilastirildiginda, ¢ekirdek
ckstraktlarmm ABTS radikal temizleme aktivitelerinin 3-11 kat daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ayrica ¢oziicii karsilastirilmasinda metanollii ekstraktlarin asetonitrilli ve
sulu ekstraktlara oranla daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu, en diisiikk aktiviteye ise
asetonitrilli numunelerin sahip oldugu goriilmektedir. Gilaburu meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin seyrelme orani—absorbans grafikleri Sekil 74°de verilmistir. SCso degerleri

bu grafiklerden elde edilmistir.
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Sekil 74. ABTS yontemine gore, gilaburu meyvesinin biitiin ekstraktlarindaki seyrelme

orani-absorbans grafikleri
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3.9.1.2. Kizileik Meyvesinin Ekstraktlarindaki ABTS Radikal Temizleme

Aktivitesi
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Sekil 75. Kizilcik meyvesinin biitiin ekstraktlarinin ve kullanilan standartlarin 734 nm’deki
absorbansa dayali ABTS radikali temizleme aktivitesi tayini sonucu elde edilen
SCsp degerleri (birim, standartlar icin mg/mL, numuneler i¢in seyrelme orani)

Kizilcik meyvesinden elde edilen numunelerin ABTS radikali temizleme aktivitesi
karsilastirildiginda, ¢ekirdek kisminin metanol ve asetonitril ile elde edilen ekstraktlari
(KZCM ve KZCA) daha yiiksek aktiviteye sahip iken zar kisminm asetonitrilli ekstrakti
(KZZA) daha diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil 75). Gilaburu meyvesinde oldugu gibi
kizilcik meyvesinde de ¢ekirdek kisimlarinin zara gore daha aktif oldugu tespit edilmistir.
Kizilcik meyvesinin ¢ekirdek kismimin farkli ¢oziiciiler ile elde edilen ekstraktlarmin
karsilastirilmasinda, yiiksek aktiviteden diisiik aktiviteye dogru siralama asetonitril-
metanol-su seklindedir. Fakat zar kisminda ise bu siralamanin metanol, su ve asetonitril
oldugu belirlenmistir. Sekil 76’da kizileik meyvesinin biitiin numunelerinin seyrelme

orant-absorbans grafikleri verilmistir.
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Sekil 76. ABTS yontemine gore, kizilcik meyvesinin biitiin ekstraktlarindaki seyrelme

orani-absorbans grafikleri
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3.9.1.3. Kokulu Uziim Meyvesinin Ekstraktlarindaki ABTS Radikal Temizleme

Aktivitesi
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Sekil 77. Kokulu {iziim meyvesinin biitiin ekstraktlarinin ve kullanilan standartlarin 734
nm’deki absorbansa dayali ABTS radikali temizleme aktivitesi tayini sonucu elde
edilen SCsy degerleri (birim, standartlar igin mg/mL, numuneler igin seyrelme
orani)

Kokulu 1iiziim meyvesinin biitiin ekstraktlarindan elde edilen ABTS radikali
temizleme aktivitesi sonuglar1 Sekil 77°de gosterilmistir. Kokulu iziim numunelerinde, en
diistik aktivite meyve suyunda (KUS), en yiiksek aktivite ise kokulu iiziim ¢ekirdeklerinin
metanollii (KUCM) ekstraktinda goriilmiistiir. Cekirdekten elde edilen ekstraktlar zara gore
daha yiiksek aktivite gostermistir. Cekirdek ekstraktlarinda ¢oziicii karsilastirilmasinda
aktivite siras1 metanol, asetonitril ve su iken, zar ekstraktlarinda metanol, su ve asetonitril
olarak yiliksek aktiviteden diisiik aktiviteye dogru swralanmaktadwr. Kokulu {iziim

numunelerine ait seyrelme orani—absorbans grafikleri Sekil 78’de gosterilmistir.
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Seyrelme Orani (x10)

Sekil 78. ABTS yontemine gore, kokulu liziim meyvesinin biitiin ekstraktlarindaki
seyrelme orani-absorbans grafikleri
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3.9.1.4. Karayemis Meyvesinin Ekstraktlarindaki ABTS Radikal Temizleme

Aktivitesi
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Sekil 79. Karayemis meyvesinin biitiin ekstraktlarinin ve kullanilan standartlarm 734
nm’deki ABTS radikali temizleme aktivitesi analizi sonucu elde edilen SCsg
degerleri (mg/mL)

Karayemis meyve ekstraktlarindaki ABTS radikali temizleme aktivite tayin
sonuglarma gore (Sekil 79), cekirdek ve zar kisimlarmin karsilastirilmasinda diger
meyvelerin aksine en yiliksek aktiviteye zar kisimlarinin sahip oldugu goriilmektedir.
Numuneler arasinda en yiiksek aktivite meyvenin zar kismimin metanolli (KYZM)
ekstraktinda gorulmistiir. Cekirdek kisimlarindaki farkli ¢oziiciiler ile elde edilen
ekstraktlarin karsilastirilmasindaki ¢oziicii siralamasi su, metanol ve asetonitril seklindedir.
Zar kisimlarmda ise bu siralama metanol, su ve asetonitrildir. Karayemis numunelerine ait

seyrelme orani-absorbans grafikleri Sekil 80°de verilmistir.
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Sekil 80. ABTS yontemine gore, karayemis meyvesinin biitiin ekstraktlarindaki seyrelme

orani-absorbans grafikleri
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3.9.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yontemi

Gilaburu, kizileik, kokulu {iziim ve karayemis meyvelerinin meyve sularinda ve
cekirdek ve zar kisimlarinin metanollii, asetonitrilli, ve sulu ekstraktlarinda antioksidan
aktivitenin belirlenmesinde demir (I11) indirgeme / antioksidan kuvveti (FRAP) yontemi
kullanildi. Yontemde standart olarak kullanilan Trolox’un farkli konsantrasyonlari
kullanilarak, absorbans 6lgiimlerine dayali kalibrasyon grafigi elde edildi (Sekil 81). Bu
grafik kullanilarak antioksidan aktivite Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC, uM)

olarak ifade edildi. FRAP yonteminde kullanilan biitiin numuneler stoktan 1:10 oraninda

seyreltilerek analiz edildi.
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Sekil 81. FRAP yontemine gore, Trolox konsantrasyonu-absorbans grafigi
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3.9.2.1. Gilaburu Meyvesinin Ekstraktlarindaki Demir (IIT) indirgeme /
Antioksidan Kuvveti
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Sekil 82. Gilaburu meyvesinin biitiin ekstraktlarinin Fe (II) indirgeme / antioksidan
kuvveti (FRAP) degerleri (uM TEAC; Trolox esdegeri antioksidan kapasite)

Gilaburu ekstraktlarmm demir (III) indirgeme / antioksidan kuvvetleri
karsilastirildiginda (Sekil 82), meyve suyunun (GBS) demiri indirgeme potansiyeli yani
antioksidan kuvveti digerlerinden daha yiiksektir. ABTS radikal temizleme yonteminde
oldugu gibi bu yontemde de ¢ekirdek ekstraktlar1 zara gore daha yiiksek aktiviteye sahiptir.
Metanol ¢oziiciisii ile elde edilen numunelerin (GBCM ve GBZM) FRAP degerleri
digerlerine gore daha yiiksektir.
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3.9.2.2. Kizileik Meyvesinin Ekstraktlarindaki Demir (IIT) indirgeme /
Antioksidan Kuvveti
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Sekil 83. Kizilcik meyvesinin biitiin ekstraktlarinin Fe (III) indirgeme / antioksidan
kuvveti (FRAP) degerleri (uM TEAC; Trolox esdegeri antioksidan kapasite)

Kizilcik numunelerinde en yiiksek demir (III) indirgeme potansiyeli cekirdek
kisimlarimin metanollii (KZCM) ve asetonitrilli (KZCA) ekstraktlarinda tespit edilmistir.
En disik indirgeme potansiyeli ise zar kismmin asetonitrilli (KZZA) ekstraktinda
goriilmiistiir. Sekil 83’de goriildiigi gibi ¢ekirdek ekstraktlar1 zar ekstraktlarina gére daha
yiksek indirgeme potansiyeline  sahiptir.  Cekirdek numunelerinde  ¢oziicii
karsilastirilmasinda aktivite siras1 metanol-asetonitril-su iken, zar numunelerinde ise bu
siralama su-metanol-asetonitril seklinde yiiksek aktiviteden diisiik aktiviteye dogru

srralanmaktadir.
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3.9.2.3. Kokulu Uziim Meyvesinin Ekstraktlarindaki Demir (IIT) indirgeme /
Antioksidan Kuvveti
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Sekil 84. Kokulu {iziim meyvesinin biitiin ekstraktlarinin Fe (111) indirgeme /
antioksidan kuvveti (FRAP) degerleri (uM TEAC; Trolox esdegeri antioksidan
kapasite)

Kokulu iiziim numunelerinin demir (III) indirgeme kuvvetleri Sekil 84’de
gosterilmistir. KUCM numunesi ABTS testinde oldugu gibi en yiiksek potansiyele sahiptir.
En diisiik potansiyele ise KUZA numunesi sahiptir. Cekirdek ekstraktlar1 zar ekstraktlarina
gore daha yliksek indirgeme potansiyeli gostermistir. Cekirdek numunelerinde en yiiksek
potansiyel metanollii ekstraktlara ait iken en diisiik potansiyel ise sulu ekstraktlara aittir.
Zar numunelerinde ise en yiiksek potansiyeli yine metanol ekstraktlar1 gosterirken en

diisiik potansiyeli ise asetonitril ekstraktlar1 gostermistir.
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3.9.2.4. Karayemis Meyvesinin Ekstraktlarindaki Demir (IIT) indirgeme /
Antioksidan Kuvveti
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Sekil 85. Karayemis meyvesinin biitiin ekstraktlarinin Fe (IIT) indirgeme / antioksidan
kuvveti (FRAP) degerleri (uM TEAC; Trolox esdegeri antioksidan kapasite)

Karayemis meyvesinin FRAP degerleri karsilastirildiginda (Sekil 85), diger biitiin
meyvelerin aksine zar kisimlarmin g¢ekirdek kisimlarma gore daha yiliksek demir (III)
indirgeme kuvvetine sahip oldugu goriilmektedir. En yiiksek potansiyel zar kismmin sulu
(KYZW) ekstraktinda, en diisiik potansiyel ise g¢ekirdek kisminin sulu (KYCW)
ekstraktinda tespit edilmistir. Zar numunelerindeki ¢6ziicti siralamasi Su-metanol-
asetonitril olarak yiiksek indirgeme potansiyelinden diisiik indirgeme potansiyeline dogru
siralanmaktadir. Cekirdek numunelerinde ise bu swralama metanol-asetonitril-su

seklindedir.

3.9.3. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Biitiin numunelerde antioksidan aktivitenin belirlenmesinde ayni1 zamanda Folin-
Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde tayini yontemi kullanildi. Yontemde standart
olarak gallik asit ve katesinin degisen konsantrasyonlar1 kullanilarak absorbans dl¢iimiine

dayali kalibrasyon grafikleri elde edildi (Sekil 86 ve 87).
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Gallik asit standart grafiginden elde edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak
numunelerdeki fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak pg/mL
cinsinden ifade edildi (Sekil 86).
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Sekil 86. Folin-Ciocalteu yontemine gore gallik asit (GA) konsantrasyon-absorbans
grafigi

Fenolik asit tayininde ayrica literatiir verileriyle ve daha sonraki c¢alismalarda
kullanilabilmesi i¢in, katesin standart olarak kullanildi ve numunelerdeki fenolik bilesik

miktarlar1 katesin esdegeri (KE) olarak pg/mL cinsinden ifade edildi (Sekil 87).
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Sekil 87. Folin-Ciocalteu yontemine gore katesin konsantrasyon-absorbans grafigi

3.9.3.1. Gilaburu Meyvesinin Ekstraktlarindaki Toplam Fenolik Madde
Miktarlan
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Sekil 88. Folin-Ciocalteu yontemine gore gilaburu meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin gallik asit esdegeri (GAE, pg/mL) cinsinden toplam
fenolik madde miktarlari

Numunelerin fenolik igeriklerine GAE cinsinden bakildiginda, gilaburu meyve

suyunun (GBS) toplam fenolik (TF) igeriginin yiiksek oldugu, zar kismimnin asetonitrilli
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ekstraktinin (GBZA) ise daha diisiik fenolik igerige sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 88).
FRAP ve ABTS testlerinde ¢ekirdek numuneleri zar numunelerine gore daha yiiksek
aktivite gosterdigi gibi TF miktarlarininda yiiksek oldugu goriilmiistiir. Hem ¢ekirdek hem
de zar kisimlarinda farkli ¢oziiciilerin etkisi karsilastirildiginda en yiiksek TF miktari

metanollii numunelerde daha sonra sulu ve asetonitrilli numunelerde goriilmiistiir.
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Sekil 89. Folin-Ciocalteu yontemine gore gilaburu meyvesinin biitiin
ekstraktlarinin katesin esdegeri (KE, pg/mL) cinsinden toplam fenolik
madde miktarlar1

Katesin standart grafigine dayali hazirlanan KE-numune grafikleri, gallik asit
standart grafigi ile hazirlanan GAE-numune grafikleri ile benzer ozellikler gostermektedir

(Sekil 89).
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3.9.3.2. Kizileik Meyvesinin Ekstraktlarindaki Toplam Fenolik Madde
Miktarlan
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Sekil 90. Folin-Ciocalteu yontemine gore kizilcik meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin gallik asit esdegeri (GAE, pg/mL) cinsinden toplam
fenolik madde miktarlar:

Kizilcik numunesindeki toplam fenolik madde miktar1 karsilastirilmasinda, ¢ekirdek
kismmin metanollii (KZCM) ekstrakt: diger numunelere gore daha fazla fenolik bilesen
icermektedir. En az fenolik bileseni ise zar kismimin asetonitrilli (KZZA) ekstrakti
icermektedir. ABTS ve FRAP testlerinde cekirdek ekstraktlar1 daha yiiksek aktivite
gosterdigi gibi toplam fenolik madde miktarlarininda fazla oldugu tespit edilmistir.
Cekirdek numunelerinde farkli ¢oziici ekstraktlarmin karsilastirilmasinda en yiiksek
fenolik bilesen metanollii ekstraktlarda, en disiik fenolik bilesen ise su ekstraktlarinda
goriilmiistiir. Zar numunelerinde ise en yiiksek fenolik miktar metanollii ekstraktlarda iken

en diisiik fenolik miktar asetonitrilli numunelerde tespit edilmistir (Sekil 90).



122

1000
900
800

700
600
500 485
400
300
200
100 I
0

KZS KZCM KZZM KZCA KZZA KZCW  KZzZW

KE (ug/mL)

Sekil 91. Folin-Ciocalteu yontemine gore kizilcik meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin katesin esdegeri (KE, pg/mL) cinsinden toplam fenolik
madde miktari

Kizileik meyvesinin numunelerinde katesin standart grafigine dayali hazirlanan KE-
numune grafikleri, gallik asit standart grafigi ile hazirlanan GAE-numune grafikleri ile

benzer 6zellikler gostermektedir (Sekil 91).
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3.9.3.3. Kokulu Uziim Meyvesinin Ekstraktlarindaki Toplam Fenolik Madde
Miktarlan
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Sekil 92. Folin-Ciocalteu yontemine gore kokulu tiziim meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin gallik asit esdegeri (GAE, pg/mL) cinsinden toplam
fenolik madde miktarlar:

Kokulu {iziim meyvesinin ekstraktlar1 toplam fenolik madde icerigine gore
karsilastirildiginda, en fazla fenolik madde meyve suyunda (KUS) goriilmiistiir (Sekil 92).
Zar kisminin asetonitrilli (KUZA) ekstrakti ise en az miktarda fenolik madde igermektedir.
Cekirdek ekstraktlarindaki fenolik madde miktarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Cekirdek ekstraktlar1 farkli ¢6ziicli etkisine gore karsilastirildiginda metanollii numuneler
en fazla miktarda toplam fenolik madde igerirken asetonitrilli ve sulu numuneler hemen
hemen aymi miktarda fenolik madde igermektedir. Zar ekstraktlarinda ise metanolli
numuneler daha fazla fenolik madde igerirken asetonitrilli numuneler ise en az fenolik

madde icermektedir.
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Sekil 93. Folin-Ciocalteu yontemine gore kokulu {iziim meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin katesin esdegeri (KE, pg/mL) cinsinden toplam fenolik
madde miktarlar1

Kokulu tiziim ekstraktlarindaki katesin standart grafigine dayali hazirlanan KE-
numune grafikleri, gallik asit standart grafigi ile hazirlanan GAE-numune grafikleri ile

benzer 6zellikler gostermektedir (Sekil 93).
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3.9.3.4. Karayemis Meyvesinin Ekstraktlarindaki Toplam Fenolik Madde
Miktarlan
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Sekil 94. Folin-Ciocalteu yontemine gore karayemis meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin gallik asit esdegeri (GAE, pg/mL) cinsinden toplam
fenolik madde miktarlar:

Toplam fenolik madde miktar1 tayin metoduna gore, karayemis meyvesinin zar
kismmin metanollii (KYZM) ekstrakt1 yiiksek miktarda fenolik madde igerirken ¢ekirdek
kismmin asetonitrilli (KYCA) ekstrakti diisiik miktarda fenolik madde i¢cermektedir (Sekil
94). Karayemis meyvesinin zar kisimlar1 ¢ekirdek kisimlarma gore daha fazla miktarda TF
miktar1 igermektedir. Zar ekstraktlarindaki farkli ¢oziicii karsilastirilmasinda, metanollii
numunelerin fazla miktarda TF icerirdigi, asetonitrilli numunelerin ise daha az miktarda
fenolik madde igerdigi tespit edilmistir. Cekirdek ekstraktlarinda ise sulu numunelerin
daha fazla miktarda fenolik madde icerdigi yine asetonitrilli numunelerin daha az miktarda

fenolik madde igerdigi goriilmektedir.
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Sekil 95. Folin-Ciocalteu yontemine gore karayemis meyvesinin biitiin
ekstraktlarmin katesin esdegeri (KE, pg/mL) cinsinden toplam fenolik
madde miktarlari

Karayemis ekstraktlarindaki katesin standart grafigine dayali hazirlanan KE-numune
grafikleri, gallik asit standart grafigi ile hazirlanan GAE-numune grafikleri ile benzer

ozellikler gostermektedir (Sekil 95).
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3.10. On-line HPLC-ABTS ve Off-line ABTS Radikal Temizleme Aktivite
Yontemlerin Karsilastirnlmasi
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Sekil 96. Biitiin numunelerin on-line HPLC-ABTS kromatogram alani ile off-line
%ABTS temizleme tayin sonuglarinin karsilagtirma grafigi

On-line HPLC-ABTS c¢alismalarinda elde edilen kromatogramdaki negatif piklerin
toplam alanlari ile her bir numune igin yapilan %ABTS radikali temizleme analiz sonuglar1
karsilatirilarak Sekil 96 elde edilmistir. %ABTS radikali temizleme aktivite tayin
metodunda her bir numunenin 0,0004 mg/mL konsantrasyondaki %temizlemesi
hesaplanmistir. Bu karsilastirma on-line ¢alismalar ile off-line ¢alismalar arasinda dogrusal

bir korelasyon oldugunu ortaya koymustur.
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3.11. Karbonik Anhidraz inhibisyon Etkileri
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Sekil 97. Biitiin meyvelerin meyve sular1 ve ¢ekirdek ve zar kisimlarinin sulu
ekstraktlarmin sigir karbonik anhidraz enzimi %inhibisyonlari

Bu ¢alismada sigir eritrosit karbonik anhidraz (BCA) enzimi ve standart inhibit6r
olarak asetazolamit ve siilfanilamit kullanilmistir. Testte biitiin meyvelerden elde edilen
sulu ekstraktlar ve meyve sular1 ¢aligilmustir.

%Inhibisyon degerlerine bakildiginda (Sekil 97), her bir meyvenin meyve
suyularindaki (GBS, KZS, KUS, KYS) %inhibisyonun sulu ekstraktlardakine kiyasla daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. En diisiik %inhibisyon kokulu {iziimiin zar kisminin sulu
(KUZW) ekstraktinda goriilmiistiir. Cekirdek ve zar kisimlarinm karsilastirilmasinda;
gilaburuda zar kismimnin, kizilcikta ¢ekirdek kisminin, kokulu iiziimde ¢ekirdek kisminmn ve
karayemiste ise zar kismmin daha fazla %inhibisyon gosterdigi goriilmektedir. Meyveleri
karsilagtiracak olursak, kiziletk ve karayemisdeki %inhibisyon degerlerinin diger
meyvelere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu calismada karsilastrma amaclh
kullanilan standart inhibitorler olan asetazolamit ve siilfanilamitin test konsantrasyonlari

10 mM'dur.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Yaklasik on yildir kompleks bitki ekstraktlarindaki antioksidanlarin belirlenmesinde
on-line HPLC radikal temizleme yontemleri arastirmacilar tarafindan kullanilmaktadir. Bu
caligmalarda genellikle ABTS ve DPPH radikalleri kullanilmaktadir. Fakat DPPH yontemi
ABTS yontemine gore bilesiklere karsi daha az duyarlilik gostermektedir. Ayni zamanda
ABTS radikali DPPH radikaline gore daha kararli, suda ¢ozliniir ve daha az toksik etkiye
sahip olmas1 nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir (Koleva, vd., 2001). Bu ¢alismada da
on-line HPLC-ABTS antioksidan aktivite belirleme yontemi tercih edildi.

Meyvelerde ve bitkilerde bulunan fenolik bilesikler yiiksek antioksidan Ozellige
sahiptir. Antioksidanlar kanser, Alzheimer ve yaslanma gibi bir¢ok hastaligi Onleyici
olarak bilinmektedir. Bu ¢alismada fenolik standartlar kullanilarak LC-UV metodunun
optimizasyonunun ardindan Tiirkiye’de tibbi bitki olarak kullanilan ve Dogu Karadeniz
Bolgesinde yetisen gilaburu, kizilcik, kokulu tiziim ve karayemis meyvelerinin meyve
sularinda ve ¢ekirdek ve zar kisimlarinin metanollii, asetonitrilli ve sulu ekstraktlarinda on-
line HPLC-ABTS yontemiyle antioksidan aktivite belirlenmistir. Her bir ekstrakt i¢in
farkli kromatogram profilleri elde edilmistir.

Kullanilan ABTS radikal ¢6zeltisinin ve antioksidan bilesiklerin reaksiyona girdigi
yer olan, reaksiyon boru kisminimn oriilii zincir yapida olmasi, reaksiyon karigimi i¢in daha
etkin bir karigma saglamstir.

Yapilan on-line antioksidan aktivite testinde gilaburu, kizilctk ve kokulu tiziim
meyvelerinin ¢ekirdek kisimlarmin zar kisimlarina gore daha fazla antioksidan aktiviteye
sahip oldugu, karayemis meyvesinin ise zar kisimlarmin daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Farkli ¢oziiciiler kullanilmasiyla elde edilen
cekirdek ve zar kisimlar1 ekstraktlarindaki antioksidan aktivitenin kullanilan ¢oziiciiye
gore, ylksek antioksidan aktiviteden diisiige dogru swalamasi Tablo 9’da verilmistir.
Yapilan testlerde genellikle metanol ¢oziiciisli ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan
aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Fakat bu caligmada numunelerde
konsantrasyon belirlenmemis olup antioksidan aktivite toplam aktivite olarak bildirilmistir.
Daha once zencefil ile yapilan Taguchi metoduna gore ekstraksiyonun optimizasyonu ile
ilgili ¢alismada (Baysal, vd., 2009), gram ekstrakt basma antioksidan aktiviteye

bakildiginda aslinda asetonitril ekstraktlari metanollillere goére daha aktif olarak
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bulunmustu. Bu ag¢idan ¢oziiciiniin ekstrakte edilebilen antioksidan bilesenler amagli
degerlendirilmesinde hem toplam hem de gram ekstrakt basina aktivite verilerinin
karsilastirilmast daha anlamli olacaktir.

Gilaburu meyve suyunda ve g¢ekirdek kisminin metanollii ekstraktindaki fenolik
bilesikler HPLC-ESI-MS ile aydmlatildi. Temsili olarak alinan bu numunelerde seker bagl
flavonoller (kuersetin-deoksiheksoz, kuersetin-heksoz+pentoz, kuersetin-heksoz) tespit
edildi (Tablo 6). Ayrica bu numunelerde tespit edilen katesin, epikatesin, prosiyanidin B2,
prosiyanidin trimer, kuersetin-deoksiheksoz, klorogenik asit ve proantosiyanidin dimer
monoglikozit bilesikleri her iki numunede bulundugu icin spesifik olmayip, rutin,
kuersetin-heksoz+pentoz, pelargonidin-3-glikozit-vinilguaiacol varyantlar1 ve peonidin-3-
glikozit (Pigment A varyant)’leri iki numune i¢in de ayirt edici olarak kullanilabilir. Her
iki numunede de klorogenik asit fazla miktarda tespit edilmis olup 6zellikle meyve suyu
(GBS) numunesinde 19,26 dk alikonma zamanina sahip olan biiyiik pikin klorogenik asit
oldugu normal gradient ile tespit edildi. Ayrica ayn1 numuneye uygulanan uzun gradient
eliisyonu ile bu biiyiik pikin ayrilmasi saglanarak katesin elde edildi (Tablo 7, Sekil 70).
Katesin, epikatesin, klorogenik asit ve rutin fenolik bilesikleri standartlarmin alikonma
zamam ve kiitle spektrumlar1 ile literatiirde rapor edilen verilerle karsilastirilarak
tanimlanda.

Biitiin ekstraktlarin klasik yontemlerle antioksidan aktivite tayini i¢in, off-line ABTS
radikal temizleme aktivitesi, demir (I11) indirgeme / antioksidan aktivite kuvveti (FRAP,
uM TEAC) ve toplam fenolik madde miktar1 metotlar1 kullanildi. ABTS radikal temizleme
aktivitesi yonteminde sonuglar SCso degeri (radikali yartya indiren numune
konsantrasyonu) olarak verildi. SCsy degerinin diisiik olmasi, TEAC degerinin yiiksek
olmas1 ve TF madde miktarmin yiiksek olmasi antioksidan aktivitenin yiiksek oldugunu
gostermektedir.

ABTS radikal temizleme aktivite yonteminde, gilaburunun meyve suyunun ve
cekirdek kisminmn metanollii ekstraktinin SCso degeri BHT, Trolox, kuersetin ve gallik
asite gore yaklasik 2-10 kat diisiik ¢cikmistir. En biiyiik SCso degeri ise zar kisminin
asetonitrilli ekstraktlarinda tespit edildi. Kizilcik meyvesinde ise c¢ekirdek kisminin
metanollii ve asetonitrilli ekstraktlarinin SCsq degerleri standartlara gore yaklasik 3,45-17
kat diisiikken, en yiiksek SCsq degeri zar kisminin asetonitrilli ekstraktlarinda tespit edildi.
Kokulu iiziimde ¢ekirdek kismmin metanollii ekstraktinin SCso degeri standartlara gore

yaklasik 1,75-8,5 kat diisiik olarak tespit edildi, en yiiksek SCsp degeri ise meyve suyunda
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belirlendi. Karayemis meyvesinin zar kisminin metanollii ekstraktt BHT ile hemen hemen
ayni SCsg degerine sahip olup, diger ekstraktlarin SCsq degerleri standartlarin degerinden

daha ytiksektir.

Tablo 9. Biitiin numunelerin ¢alismada kullanilan yontemlerdeki ¢oziiciiye gore aktivite

siralamasi

On-line ABTS Off-line %ABTS TEAC (uM) TF (GAE,
kromatogram alan1  radikal temizleme degerleri pg/mL)

Meyve sular1 GB-KZ-KY-KU GB-KZ-KY-KU  GB-KZ-KU-KY GB-KU-KY-KZ
GB ¢ekirdek ekstrakti M-S-A M-S-A M-S-A M-S-A
GB zar ekstrakt1 M-A-S M-S-A M-A-S M-S-A
KZ gekirdek ekstrakti M-A-S A-M-S M-A-S M-A-S
KZ zar ekstrakti M-S-A M-S-A M-S-A M-S-A
KU g¢ekirdek ekstrakti M-A-S M-A-S M-A-S M-A-S
KU zar ekstrakti M-S-A M-S-A M-S-A M-S-A
KY ¢ekirdek ekstrakti M-S-A M-S-A M-A-S S-M-A
KY zar ekstrakti M-S-A M-S-A S-M-A M-S-A

GB: gilaburu, KZ: kizilcik, KU: kokulu iiziim, KY: karayemis, M: metanol, A: asetonitril, S: su

ABTS™ radikal temizleme aktivitesi yontemine gére meyveler arasinda gilaburu
meyve suyunun, kizilcik meyvesinin g¢ekirdek kisminm metanollii ekstraktinin, kokulu
iizlim ¢ekirdek kismimin metanollii ekstraktinin ve karayemis zar kisminin sulu ekstraktinin
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. En diisiik aktivite ise gilaburuda zar
kismmim sulu ekstraktinda, kizilcikta zar kisminin asetonitrilli ekstraktinda, kokulu
tiziimde zar kisminmn asetonitrilli ekstraktinda ve karayemiste g¢ekirdek kismimnin sulu
ekstraktinda tespit edildi.

Toplam fenolik madde miktar1 tayin yonteminde; en yiiksek antioksidan aktivite
gilaburuda meyve suyunda, kizilcikta ¢ekirdek kismmin metanollii ekstraktinda, kokulu
iizimde meyve suyunda ve karayemiste zar kisminin metanollii ekstraktinda belirlendi. En

diisiik antioksidan aktivite ise gilaburuda zar kisminin, kizilcikta zar kisminin, kokulu
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iizimde zar kisminin ve karayemiste c¢ekirdek kisminin asetonitrilli ekstraktlarinda
belirlendi.

Demir (IIT) indirgeme / antioksidan aktivite kuvveti (FRAP, uM TEAC) yontemine
gore, en yiikksek antioksidan aktivite diger klasik yontemlerde oldugu gibi gilaburuda
meyve suyunda ve kizilcikta ¢ekirdek kisminin metanollii ekstraktinda belirlendi. Kokulu
tiziimde ¢ekirdek kisminin metanollii ekstraktinda ve karayemiste zar kisminm sulu
ekstraktinda tespit edildi. En diisiik antioksidan aktivite ise gilaburu, kizilcik ve kokulu
iizlimde zar kisminin asetonitrilli ekstraktlarinda, karayemiste ise zar ¢ekirdek kisminin
sulu ekstraktinda belirlendi.

On-line HPLC-ABTS ¢alismalarinda elde edilen kromatogramlardaki negatif piklerin
toplam alanlar1 ile her bir numune i¢in yapilan %ABTS radikali temizleme analiz
sonuglarina gére on-line ¢alismalar ile off-line ¢alismalar arasinda pozitif dogrusal bir
korelasyon (R?: 0,8788) oldugu belirlenmistir.

Calismada ayrica meyve suyu ve sulu ekstraktlarin literatiirde pek ¢alisilmamis olan
sigir eritrosit karbonik anhidraz %inhibisyon degerleri belirlenmistir. Karbonik anhidrazin
caligilan biitiin  ekstraktlar tarafindan inhibe edildigi gOrilmiistir. Bu enzimin
inhibitorlerinin glakom, kanser, epilepsi dahil bir¢ok hastalikta kullanim potansiyelinin
olmasi, bu meyvelerin bilesenlerinin ve BCA inhibisyonundan sorumlu olanlarinin
belirlenmesi ¢aligmalarini degerli yapmaktadir.

Gilinitimiizde yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) 6zellikle besinsel, ¢evresel
ve endiistriyel alanda karmasik numunelerde organik bilesiklerin ayrilmasinda ve on-line
HPLC ile biyoaktivitesinin belirlenmesinde uygulanan bir tekniktir. Ozellikle yiiksek
antioksidan 6zellige sahip olan fenolik bilesikler icin giliclii bir analiz yontemidir. Bu
calisma ile de gilaburu, kizilcik, kokulu {izim ve karayemis meyvelerinin yapisinda
bulunan yiiksek antioksidan 6zellige sahip bilesikler analitik ayrilma ile es zamanli olan

on-line HPLC-ABTS yontemiyle belirlenmistir.
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