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Y Uksek Lisans
OZET

TRABZON YORESiNE AIT YABAN MERSINI (Vaccinium myrtillus L.)’ NIN HPLC
ILE FENOLIK YAPISININ AYDINLATILMASI VE ANTIOKSIDAN
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

AyseYILDIZ

Karadeniz Teknik Universites
Fen Bilimleri Enstitlsi
Biyoloji Anabilim Dali

Damgman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2010, 44 Sayfa

Yapilan calismada Trabzon un Sirmene ilgesinden 2010 yili Agustos ayinda toplanan
Vaccinium myrtillus L. nin biyolojik aktif bilesenlerinin yamsnin aydinlatilmas ve
antioksidan Ozelliklerinin tespit edilmes amaglandi. 15 adet fenolik bileseni ters faz —
yiksek basincli svi kromatografisi (RP-HPLC) ile analiz edildi ve 7 adet fenolik bilesik
varlig tespit edildi. Bu bilesenlerin miktarlan sirasiyla; Sirinjik asit 7,53 mg/100 g kuru
agirhik (KA), Kklorojenik asit 4,73 mg/100 g KA, benzoik asit 3, 2 mg/100 g KA,
protokatekuik aldehit asit 1,64 mg/100 g KA, sinapik asit 1,7 mg/100 g KA, protokatekuik
asit 0, 89 mg/g KA ve vanillik asit 6.7x10* mg/100 g KA olarak tespit edildi. Ayrica dort
farkli polaritede hazirlanan yaban mersini ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri, toplam
fenolik madde, toplam antosyanin, demir (l11) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP) ve
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivites testleri kullarilarak tayin
edildi. Toplam fenolik madde miktarlan galik asit standardina gore tayin edildi. FRAP
degerleri Troloks esdegeri antioksidan guc (TEAP), ve DPPH radikali temizleme tayini
onuclar 1Csy olarak ifade edildi. Calisilan tim ekstraklarin antioksidan aktiviteye sahip
olduklari, en yiksek antoksidan aktivitenin sirasiyla metanolik > etanolik>sul u>etil asetat

oldugu ve onabagli olarak fenolik madde miktarinin degisim gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: V. myrtillus, Antioksidan, Fenolik Madde, Antosiyanin, HPLC
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Master Thesis
SUMMARY

CLARIFYINGTHE PHENOLIC STRUCTURE OF BLUEBERY ( Vaccinium myrtillus
L.) IN TRABZON REGION USING HPLC AND DETERMINING THE ANTIOXIDANT
PROPORTIES

AyseYILDIZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Atalay SOKMEN
2011, 44 Pages

In this study, it is aimed to assess antioxidant properties of blueberries (Vaccinium
myrtillus L.) and to clarify the structure of biological active components of blueberries
being collected Sirmene - Trabzon, in August of 2010. Fifteen phenolic compounds were
analyzed by using reverse phase- high pressure liquid chromatography (RP-HPLC).
Consequently 7 components were found. These components and quantities were; syringic
acid 7,53 mg/ 100 g Dry Weight (DW) , chlorogenic acid 4,73 mg/ 100 g DW, benzoic
acid 3,2mg/ 100g DW, protokatekuik aldehyde acid 1,64 mg/100g DW, cinapic acid 1,7
mg/100g DW, protokatekuik acid 0,89 mg/100g DW and vanillic acid 6.7x10” mg/100 g
DW. Besides, antioxidant activities of blueberry extracts being prepared in four different,
solvents each of which has own specific polarity were determined by using the tests
together with total phenolic, total antosyanin, ferro (111) reduction antioxidant power
(FRAP) and DPPH (2,2-diphenyl-1-pikrilhidrazil) radical cleaning activity . Total phenol
content was determined according to standard of gallic acid. FRAP vaues trolox
equivalent antioxidant power (TEAP), and DPPH radica cleaning determination results
were expressed as |Cso , al the extracts possesed antioxidant activity. Howewer in an order
of methanolic > ethanolic > water > ethyl acetate. A positive correlation was established
between the amount of phenolics and the solvent type studied.

Key Words: V.myrtillus, antioxidants, phenolic, anthocyanin, HPLC
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris ve Amag

GUnimiz sartlaninda beslenme kiltiri dogal ve organik gidalara dogru
yonelmektedir. Hibrit tohumlu, katkili ve GDO ’lu gidalar her ne kadar talep gérmese ve
istenmese de pazarlarda ve market raflarinda varligim strdirmektedir. Yapilan bircok
arastirmada hastaliklarin beslenme kdlturleriyle direkt baglantili oldugu sonuglarina
vanimstir. Ulkelerin hastalik gesitleri toplumun beslenme aliskanliklariyla baglantil1 bir
seyir izlemektedir. Ulkemizdeki hastaliklarin baslica sebepleri arasinda oksidatif stres ve
serbest radikaller yer almaktadir. Teknoloji, serbest radikalleri yok etmede kullarlan dogal
ve sentetik bilesikler Uzerinde yogunlasmaktadir. Serbest radikalleri temizlemede
kullamlan baslica bilesikler arasinda; koyu renkli meyveler yer almaktadir. V. myrtillus,
son zamanlarda popularitesini attiran, Ulkemiz sartlarinda 6zellikle Dogu Karadeniz' de
yetistirilen antioksidan kapasites: yuksek olan Uzimsu bir meyvedir. V. myrtillus; Grin
cesitliligini katki saglamak amaciylaiyi bir gelir kaynagi, tanma dayal1 sanayi icin iyi bir
hammadde, insan sagl1g1 icinde son derece yararli bir meyvedir.

Caismamn amaci, Turkiye' de 6zellikle Karadeniz Bolgesinde yabani olarak yetisen
ve son yillarda alternatif tarim Urdnleri arasinda yetistiriciligine oldukga 6nem verilen ve
tesvik edilen tibbi bitkilerden sayilan V. myrtillus meyvesinin fenolik asit bilesenlerinin
HPLC ile aydinlatilmasa ve antioksidan kapasitesinin standart antioksidanlar ile

karsilastirilmasi ve tibbi 6zelliginin aydinlatilmasina katki saglamaktir.

1.2. V. myrtillus Hakkinda Bilgi

V. myrtillus, Karadeniz Bolgesi’nin dogu kesimi basta olmak Uzere yoresel olarak
cok farkli isimlerle amlan GzUmsi bir meyvedir. Son yillarda Karadeniz Bolgesi’ ndeki
dogal asitli topraklar da mikemmel performans gosteren ve kaliteli Griin veren V.myrtillus
cesitleri kullanlarak Uretim aanlarn hizla artmaktacir. V. myrtillus asitli ve organik
maddece zengin topraklara sahip iliman iklim kusaginda yetisebilen GzUmsl meyvedir.

Turkiye de 40-42 °C Kuzey enlemleri arasinda kalan blyik kismini Karadeniz Bolgesi’nin



kapladig1 alandaki nispeten yiuksek rakimli, asitli ve organik maddece zengin topraklarda
kolayca yetisebilmektedir. Mavi renkli olmasi ve Ingilizce'de “blueberry” olarak
isimlendirilmesinden dolayr maviyemis adiyla dilimize gegmis olan bu meyve, literatiirde
yabanmersini olarak bilinmektedir. Ancak yabanmersini, yabani meyve, mersin meyves
gibi cagnsimlar yapmakta, Karadeniz Bolgesinde yabani populasyonlart olan bu Uztmst
meyvenin tamnmasina yeterli gelmemektedir. Bu ylzden V. myrtillus Rize de likapa, yer
likapasi, dal likapasi, ¢cela, ancela, kaskanaka, Artvin’'de mahabak, merhauk, motsvi,
morsvi; Trabzon'da lifos, ligarba, lifor; Giresun ve Ordu gevresinde cali cilegi veya dag
cilegi; Ardahan’da gogen, hatta ay1 UzUmi ve ¢oban Uzimi olarak tamnan bu meyveye
“maviyemis” ach verilmistir (Eck, vd. 1990; Celik, 2003; 2004, 2005, 2006 ve 2007).

Sekil 1. V. myrtillus (Vaccinium myrtillus L.)

1.3. V. myrtillus’un Bitkisel Ozellikleri ve Yetisme Sartlari

V. myrtillus tam gines alan, nemli ve asitli toprakli yerlerde mikemmel bir gelisme
gosterir. Kismen golge yerlerde de yetisebilir. Golge miktarimn artmasi ile gigek sayis
azalir ve meyve miktar: duser. V. mytrillus 'un yetistiriciligi yapilacak yer en azindan yarrm
gun gunes almalidir. V. myrtillus icin en uygun yerler, cam-kizilagag-beyaz sedir karisimin
oldugu, doga olarak V. myrtillus yetisen defne veya turnayemisi bulunan alanlardir. V.
myrtillus asitli, drenaji iyi ve organik maddesi yiksek olan topraklan sever. Kok yapisinda
fazla miktarda kilcal kok oldugundan koklerin bulundugu ortamin havalanmas: son derece
onemlidir. V. myrtillus bahceleri icin genelde meyilli aanlar tercih edilmelidir. Taban
araziler hem daha soguk hem de drenaj problemi oldugundan V. myrtillus yetistiricilig igin

uygun degildir. V. myrtillus yetistirilecek olan topragin pH’s1 4,2-5.0 veya 4.5-5.2 arasanda



olmalidir. V. myrtillus kokleri 5.5 pH seviyesine kadar toleranslidir ancak pH degerinin
5.5in Uzerine ¢iktig1 topraklarda V. myrtillus yetistirilemez. V. myrtillus fidanlarn erken
ilkbaharda dikilir. Fidanlar hastalikaz ve oOzellikle de virlsten arinmis olmalidir. V.
myrtillus dikilecek bahcede parselasyon yapilarak her parsele bir cesit dikilmeli ve cesitler
arasinda tozlasma ve dollenmede uyum aranmalidir (Gough, 1994 ve 1996; Pritts ve
Hancock, 1992; Himelrick, 1999 ve 2002; Celik, 2005 ).

V. myrtillus'da hasat igin gerekli olan uygun bir buylme ortaminin saganmasi,
meyve iriligi ve kalitesinin korunmas, hastalik ve zararlilara karsi yapilacak olan
uygulamalann kolay olmasi ve hitkinin gicli ve verimli bir sekilde gelismesini
surdirebilmesi icin budama yapilmalidir. V. myrtillus yetistiriciliginde basaril1 olmak icin
ayrica gubreleme, yabanci ot kontrolU, hastalik ve zararlilara kars1 ilaglama gibi teknik ve
kiltdrel uygulamalara da yeterince 6nem verilmelidir (Strick ve ark, 1993; Gough, 1994 ve
1996; Hilmerick, 1999; Celik, 2005b).

1.4. V. myrtillus’un Hasad1 ve Depolanmasi

V. myrtillus lar diger bircok UzUmsl meyveye gore daha sert olup teknigine uygun ve
dikkatli bir gsekilde hasat edildikleri takdirde raf Omirleri 2-4 hafta arasinda
degisebilmektedir. V. myrtillus hasach 5-10 gunde bir kez olmak Uzere 1-1,5 ay
surmektedir. Taze tuketime sunulacak V. myrtillus meyveleri € ile toplanirken sanayide
islenecek olanlar makine ile hasat edilir. Meyveler farkli zamanlarda olgunlastiklar: icin
olgunlasma peryodu boyunca haftada en az bir kez toplanmalidir. Taze olarak tiketilecek
V. myrtillus meyveleri, mavi renkli, dolgun, sert, hasarsiz ve temiz olmalidir. V. myrtillus
lar yagmurlu havalarda hasat edilmez ve hasat sonrasi mutlaka 6n sogutma yapilarak
meyvelerin bahge sicakliginin distrdlmesi gerekir. Taze meyveler -0.6 ile 1.0 °C ve % 90-
95 nispi nemde depolanabilir. Meyvelerin nakliyesi sogutuculu kamyonlarla olmalidir. V.
myrtillus meyveleri ayrica -18°C veya -23°C’de bireysel olarak dondurularak aym
scakliklarda depolanabilirler (Scott ve ark., 1978; Shomaker, 1978; Prits ve Hancock,
1992; Clayton-Grene, 1993; Strick, 2005; Celik, 2005b).



1.5. Diinya ve Tiirkiye’de V. myrtillus Uretiminin Durumu

V. myrtillus, saglik agisindan oldukca yararli bir meyve oldugu kadar birim aandan
diger ttm meyve tirlerine gore cok daha yiksek gelir getiren bir Uzimsi meyvedir. Di ger
meyve turleri gibi ¢cok yillik bir bitki olan V. myrtillus yetistiriciligi uzun donem yatirim
gerektiren ve sorumluluk isteyen bir tarim koludur. DUnya Gzerinde snirli miktarda Gretimi
yapilmaktadir. Istatistiki verilere gore 2005 yilinda 241000 ton olan dinya V. myrtillus
uretiminde 123000 ton ile Amerikailk srada yer amaktadir. Kanada 81900 ton Uretim ile
ikinci, Polonya ise 15000 tonluk Gretim ile Uclincl srada gelmektedir. Hentiz dinya
istatistiklerine giremeyen Turkiye' nin V. myrtillus ekili alanlarn ancak 50 hektar: asarken
uretim henliz 25-30 ton arasndadir. Turkiye' de nemli ve yagmurlu iklimi ile asitli ve
organik maddece zengin meyilli topraklan ile Karadeniz Bolges V. myrtillus yetistiricilig
icin ideadir. Yabani V. myrtillus tirlerinin Ardahan, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu,
Samsun, Sinop, Kastamonu, Zonguldak, istanbul ve Bursa ili Uludas ve iznik'te lokal
olarak yetismekte ve yore haki tarafindan meyveleri taze veya recel yapilarak
tuketilmektedir. Ancak yabani V. myrtillus larin en yogun yayilim gosterdi gi iller daha cok
Dogu Karadeniz'de yer almaktadir (Gough, 1994 ve 1996; Pritts ve Hancock, 1992;
Himelrick, 1999 ve 2002; Celik, 2005).

1.6. V. myrtillus’un Besin Degeri ve Saghk A¢isindan Onemi

V. myrtillus 'un insan sagligi ve beslenmesi Uzerine yararlari ile ilgili dinya ¢apinda
bilimsel dergilerde ylzlerce aragtirma makalesi yayinlanmistir (Cabrita et a., 2000; Pottera
et a., 2006). Y apilan arastirmalarda bir bardak V. myrtillus meyvesinin 145 gram geldigi
ve 21 gram karbonhidrat, 1gram protein, 0,5 gram yag, 19 miligram C-vitamini, 145 [U A-
vitamini ve 85 kalori icerdigi belirtilmektedir. Ayrnica, 100 gram yenilebilir V. myrtillus 'un
% 83’ Uniin su, % 0,7’ sinin protein, % 0,5'inin yag, % 15'inin karbonhidrat, % 1.5 unun lif
oldugu ve 62 kalori sagladigi saptanmustir (Anonim, A; Anonim, B).

V. myrtillus, antioksidan madde icerigi en yuksek bahce bitkilerinden biridir. V.
myrtillus saghk ve gidasal olarak ok farkli amaglar icin kullamlabilmektedir. idrar yolu
enfekgyonlarinda antibiyotik gibi islev gormektedir. Kansere karsi vicudu koruyan
enzimleri calistirdigi, damarlarda yag birikimini engelleme 6zelliginde oldugu, yagl
bilesiklerin vicuttan atilmasim sagladigi belirtilmektedir. Taze olarak yenildiginde kam



temizledigi ve buna ragmen kalori ve sodyum iceriginin oldukca dustk oldugu
belirtiimektedir. Kan sekerini ve kolesteroli duslrdigl, bagirsak metabolizmasin
diizenledigi, damar sertligi olusumunu engelledigi tespit edilmistir. Kansere karst savasan
elgjik agt miktar1 en fazla olan meyvelerden biridir (Celik, 2005).

V. myrtillus Ozellikle dogal olarak yetisenler kanser riskini azaltan antioksidanlar
icermektedir. Ozellikle 2000'li yillarda yapilan arastirmalar antioksidan icerigi yiksek olan
meyvelerin insan beslenmesi Uzerine kullanimlari  konusunda yogunlagmustir. Bu
baglamda, V.myrtillus antioksidan icerigi en yiksek olan meyvelerden biridir. Ozellikle
beyin fonksiyonlarini Uzerine dnemli derecede olumsuz etkiye sahip olan Alzheimer
Hastaliginin olusumunun dnlenmesi Uizerine dnemli derecede etkili oldugu belirtilmektedir
(Cdlik, 2006).

V. myrtillus taze olarak tuketilebildigi gibi tek basina veya diger meyve sulari ile
karstirilarak meyve suyuna da islenmektedir. Y aprak ve kuru meyvelerinden yapilan cay
isha giderici ve kadinlara 6zel gunlerin etkisini azaltici etkiye sahiptir. Antioksidan ve
anti-aging Ozelligi olan V. myrtillus’lar kansere kars1 koruma saglayan enzimleri harekete
gecirirken hizl1 timor gelisimlerini de azaltmaktadir. Kilcal damarlarin tikanmasina neden
olan dusuk yogunluktaki yagli bilesiklerin vicuttan atilmas Uzerine de etkisi oldugu
arastirmalarla saptanmustir. Yapraklarinda bulunan birgok madde kadin hastaliklarninda
kullanillan ilaglarin igerisinde bulunmaktadir. Taze olarak tuketildiginde kani temizler.
Insanda is verimliligini arttinr. Kalori degeri ve sodyum icerigi son derece disuktr.
Bagirsak metabolizmasini dizenleyen lifli ve fazla miktarda pektin icerdigi icin kan
kolesterolUnii dustrir. Idrar sistemindeki enfeksiyonlarin giderilmesinde, kan sekerinin
dizenlenmesinde, kalp krizi riskinin azatilmasnda, HIV virisinin tekrarlanmasnin
azalilmasnda ve ishalin giderilmesinde etkin rolu vardir. Vicutta biyoaktif olarak
kullanilan polifenollerden antosiyaninler, flavanoller ve tanenlerce zengindir. Son yillarda
yapilan arastirmalara gore V. myrtillus 'un hafiza kayiplarint 6nledigi ve yaslanmay
engelledigi yani antiageing 6zellik gosterdigi saptanmustir. V. myrtillus suyu hastaliklarin
vicuttan atilmasna yardimc: olur. Meyvelerinde dlgllebilir dizeyde elajik asit igerir bu
asit kansere kars1 savasma yetenegi olan bir asittir. V. myrtillus meyvesinden en yuksek
derecede yararlanmak icin meyveyi kisa siirede ve taze olarak tiketmek gerekmektedir
(Scherm ve Krewer, 2003; Strik ve Banados, 2004; Trehane, 2004; Strik 2005; Celik,
2005; Childers ve Lyrene, 2006).



1.7. V. myrtillus’un Gida Sanayinde Kullammm Alanlan

Uzimsii meyveler gida sanayinde ¢zellikle en cok sofralik olarak, taze meyve
seklinde kullamlmaktadir. V. myrtillus de bunlarda birisi olmakla birlikte ancak Uretimi
ulkemizde pek yaygin olmadigindan bilinmemektedir. Gida teknolojisindeki kullammi
gelismis Ulkelerde daha cok meyve suyu, meyve surubu, regel ve marmelat olarak ve
ayrnica sut urunleri endustrilerinde, dondurma ve dondurulmus yogurt Uretiminde,
sekerleme mamuller ve pasta Uretiminde, unlu mamuller ve biskiivi sanayinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. V. myrtillus ise daha ¢cok gida sektoriinde taze, plre edilmis, surup
veya meyve suyu olarak dizenli bir sekilde talep edilmektedir. Onde gelen sekerleme,
pasta Ureticileri giniimtizde ¢cok miktarlarda Gzimsii meyve tiketmektedirler. Son yillarda
degisik, dogal bitki caylarimn tiketiciler tarafindan aramr hale gelmesi, Uzimsi
meyvelerin bu amagla da kullamimim 6n plana ¢cikarmistir (Anonim, 1988).

V. myrtillus ¢ok farkli amaclar igin kullarmlabilmektedir. Meyves taze olarak yerel
pazarlara sunulmakta ve bu kosullarda 12-15 gin dayanabilmektedir. Meyveleri, kokleri,
cicekleri ve yapraklan ilag sanayisinde kullaniimaktadir. Sit ve st Grinleri teknolojisinde
(dondurma, V. myrtillus I sit-yogurt), kuru meyve teknolojisinde, meyveli ekmek, ¢orek,
kek, puding ve pastalarda, baharat sanayisinde, meyve salatalarinda, recel, marmelat ve
konserve sanayisinde de kullamlan V. myrtillus’ler gerek meyves gerekse yapraklar
kurutularak V. myrtillus cayr seklinde de degerlendirilmesi mimkindir. Diyet
monulerinde de yer alan V. myrtillus, sarap olarak da degerlendirilmektedir. Ayrica, bitkis
cok saglam oldugu icin kulp (sap) yapiminda kullanilmaktadir (Turner ve Muir, 1985; Kalt
ve Dufour, 1997; Celik, 2005b; Hafner ve Remberg, 2006).

1.8. Literatiir Ozeti

V. myrtillus 6zellikle Avrupa ve Asya da yaygin olarak yetisen, daha cok bol gines
ve nemli, asitli topraklarda yetisen yabani bir calilik tlridir. Yaz aylarinda olgunlasan
meyveleri koyu kirmizidan maviye degisim gostermektedir ve yiksek miktarda pigment ve
antosiyanin icerdigi bildirilmektedir. Dunyanin degisik bolgelerinde yetisen V.myrtillus ile
yapilan ¢alismalarin gogunlugu antosyanin iceriklerinin aydinlatilmasna yonelik olup
(Faria, et al. 2005; Létti et al. 2011), Dogu Karadeniz Bolgesinde yetisen V. myrtillus’ larin

fenolik yapilar1 ve antioskidan 6zellikleri Uzerine yapilan calismaya rastlanmamustir. 7.



myrtillus'un koyu kirmnzi ve mavi rengi icerdigi cesitli pigmentlerden ileri gelmektedir.
Antosyanin turi pigmentlerin  miktar1 ile meyvenin rengi arasinda pozitif iligki
bulunmaktadir. Calismada V.myrtillus’ un igerdi gi monomerik antosyanin miktar: Guisti ve
Wrolstad, (2001) tarafindan ileri sirilen ve pH farkliliklarina dayanmilarak 6lcilen metoda
gore belirlendi. Toplan monomerik antosyanin miktarlan g farkli polariteye (sulu,
metanolik ve etanolik) ekstraklarda en yiksek ekstraktin yine metanolik oldugu bulundu.
Sulu o6zt ile metanolik 6zit arasnda 100 kat fark varken, monomerik antosyanin
miktarimin her ¢ ekstrakta 35- 305 cyanidin 3-glucoside mg/100 g KA oldugu tespit
edildi. Calismamiza benzer seklide %50 lik metanolik ekstrakta Colombia mersininde
toplam monomerik antosyanin mikytarinin 329 mg cyanidin 3-glucoside mg/100 g KA
olarak bulundugu rapor edilmektedir (Garzon et a. 2010).

Toplam monomerik antosiyanin icerigi bir baska Colombia V. myrtillus tard
(Vaccinium meridionale Swartz) 329 +28 mg cyanidin 3-glucoside/100 g FW olarak
bulundu (Garzén et al. 2010).Yapilan bir baska calismada antosiyanin miktarimin 300
mg/100 oldugu (Prior et a. 1998), Kuzey Amerikabélgesinde bir baska V. myrtillusnin (V.
floribundum) ise 345mg/100g oldugu bildirlmektedir (Vascpo et a. 2009). V. myrtillus,
ahududu, bégurtlen, visne, kiraz, Uzim, patlican gibi koyu kirmuzi ve mor renkli meyve ve
sebzelerin antosiyanince zengin canlililar oldugu ve bunlarin kalp damar rahatszliklarina
ve kansere karst koruyucu role sahip olduklar bildirilmektedir (Casto ve ark., 2002).

1.9. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamus elektron iceren atom veya
molekiller olarak tantmlanirlar. Buguin radikallerin pek ¢ok hiicrede molekiler degisimlere
ve gen mutasyonlarina yol agtigi iyi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve doku
yikiminda rol oynadigi kabul edilmektedir. Oksidatif hasar1 azaltici veya gegiktirici olarak
bilinen antioksidanlar; endojen ve eksojen antioksidanlar olarak iki kisimda
incelenmektedirler. Sentezlendigi organizmada etki gosteren antioksidanlara endojen
antioksidanlar ach verilir ve bunlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarakda iki kissmda incelenirler. Enzimatik antioksidanlar, hiicrenin ¢esitli organellerinde
etki gosteren slUperoksitdismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz,
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz dibi enzimlerden olusurlar. Cesitli metal iyonlarim baglama,
serbest radikaleri yakalama ve hapsetme ve slpirme gibi etkilere sahip glutatyon,



bilirubin, ferritin, seruloplazmin, Urik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da
mevcuttur. Eksojen antioksidan ise daha cok bitkiler tarafindan sentezlenen cesitli vitamin
ve fenolik maddeler olup disaridan organizmaya alinip etkinlik gostermektedirler (Kolayli,
2003).

Antioksidan savunma mekanizmalar: oldukca cesitli olup bunlardan bazilarini séyle
Ozetlemek mUimkundur:

1. Radikal metabolit Uretiminin 6nlenmes,

2. Uretilmis radikallerin temizlenmesi (detoksifikasyon)

3. Hicre deformasyonunun onarilmasi

4. Sekonder radikal Ureten zincir reaksiyonlarinin durdurulmas

5. Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmasi.

Vicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal Urini olan serbest radikalleri, organizma
dogustan kazandigi cok hassas bir donamimla oksidan-antioksidan denge olarak
tammlayabilecek bir cizgide tutmaya calisir. Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki bu
dengenin 6zellikle oksidanlar lehine bozulmasi membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi
hicrenin 6nemli yasamsal yapilaninda batinligin bozulmasna ve canlida patolojik
olaylarin gelismesine yol agar (Sarikaya, 2008).

Oksidatif hasar ve serbest radika mekanizmali reaksiyonlar yaslanma, kanser,
ateroskleroz ve diyabete neden olmaktadir (Halliwell, 1992). Antioksidanlar, metabolizma
esnasinda olusan oksidatif etkiye sahip serbest radikallerin her tirli olumsuz etkilerinden
organizmayr koruyan maddelerdir. Dogal kaynakl1 antioksidanlarin ¢ogu bitkisel kaynakl:
olup daha cok bitkilerde vitaminler (A, C, E vit. ) ve polifenoller veya flavonoidler halinde

bulunurlar (Rice-Evans, 1997).

1.10. Antioksidan maddeler

Fenolik bilesikler, bir grup bilesik simfi olup cesitli meyveler, sebzeler,
kuruyemisler, tohumlar, cigekler, kok ve govde kisimlari dogal olarak sentezlenen
maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000). Fenoller, oksijenli aromatik bilesiklerden olup,
bir veya daha fazla hidroksil (OH) grubu tasiyan en az bir aromatik halkaya sahip organik
ve kristal yapida ki maddelerdir. Suda orta derecede, hidrofilik organik ¢cozlculerde (alkol,
eter vb.) iyi ¢ozunur. Polifenoller, flavonoidlein ¢ikis maddesidir. Bitkilerde bulunan

baslica polifenolik bilesikler basit fenoller, flavonollerden tiremis olup benzokinonlar,



fenolik asitler, asetofenonlar, fenilasetil asitler, hidrosinnamik asitler, fenilpropenler,
kumarinler, naftakinonlar, kromoneneler, ksantonlar stilbenler, antrakionlar, flavonoidler
ve ligninlerdir. Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan
biri olup bitki deminde 5000'den daha fazla fenolik yapinin bilindigi belirtilmektedir
(Ulusoy, 2006; Bravo, 1998, http://en.wikipedia.org/wiki/Flavonoid).

Fenolik bilesikler basit fenolik asitler den ve flavonollerden olusmaktadir. Fenolik
adsitler baslica iki fenolik bilesik olan benzoik asit (1) ve sinnamik asit (2) ten tlreyen
bilesikler olarak karstmuza cikarlar. Bitkilerde organik asit esterleri, veya glikozitleri
halinde bulunan baslica fenolik asitler; gallik asit, p-hidroksisinnamik asit, trans-sinnamik
asid 3,4-dehidroksibenzoik asit, vanillik asit, syringic acid, p-kumarik asit, o- kumarik asit,
kaffeik asit, ferulik asit, klorogenik asit, rosmarinik asit, absisik asit.

®_COOH Q—CHZ-CH-COOH

Benzoik asit (1) Sinnamik asit (2)
CH=CHCOOH =
CH=CHCOOH CH=CHCOOH
oH H OCH
oH CH H H
OH
Cnffeic ooisd Foemilic noid Euamiane acnd
Sekil 2. Bazi 6nemli fenolik asit bilesikleri
OH
/
~ OR
HO
R MM
1 rutin Glu-Rha 610
2 hyperoside Gal 464
3 isoquercitrin Gl 464
4-6 quercetin-3-0-pentoside pentose 434
7 quercitrin Rha 448
8 quercetin H 302

Sekil 3. Flavonollerin genel yapilar:
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Ister fenolik asitlerde ve istersede flavonoller veya flavonoidlerde olsun
substituentlerin pozisyon ve hidroksilasyon dereceleri antioksidatif aktiviteyi belirlemede
oldukca 6nem tasimaktadirlar (Awad ve Jager, 2003).

Yapilan epidemiyolojik ve bilimsel calismalarda, insan beslenmesinde meyve ve
sebze tuketimi ile kanser araanda negatif bir iliski oldugu calismalarla ortaya konmustur.
Ozellikle Mediterranean (akdeniz tipi) beslenme olarak da adlandirilan bol meyve ve sebze
tuketimine paralel olarak kanser den kalp hastaliklarina kadar pek c¢ok hastaligin
yayginliginin azaldig dikkati cekmektedir (Covas, 2007). Bunun 6nemli nedenlerinden
biri meyve ve sebzelerin kalori degerlerinin karbonhidrat ve yaglara gore disik olmas: ve
icerdigi pek cok fitokimyasal bilesenin biyolojik olarak aktif molekiiller olmasidir. Meyve
ve sebzelerde bulunan ve sekonder metabolit Urtinleri olarak da adlandirilan bu biyo-aktif
fitokimyasallardan en 6nemlileri fenolik asitler, flavanoidler, antosiyaninler, karaotenoidler
gibi pek cok doga bilesiklerdir. Bitkiler simrsiz sayida aromatik ve alifatik bilegik
sentezleme yetenegine sahip canlilardir. Tibbi bitkiler de temel olarak bulunan; fenolik
aditler, flavonoidler, taninler, kumarinler, ligninler, kinonlar, stilbenler, kurkuminoidler ve
antosiyaninler bitkilerin her tllUr zararli etki ve oksidatif strese karsi korunmasindan
sorumludurlar. Bu bilesikler bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak Uretilip
bitkilerin ¢esitli cevre sartlarina uymalarinda ve korunmalarindan sorumlu bilesiklerdir.
Daha ¢ok fenolik yapiya sahip bu bilesiklerin gogunlugunun potansiyel olarak antioksidan,
antikarsinogenik, antimutagenic, anti bakterial, antiviral ve antiinflematuar 6zellige sahip
oldugu yapilan gcalismalarla tespit edilmistir (Alasalvar ve ark., 2003; Chung ve ark., 1998;
Cassidy ve ark., 2000; Tapiero ve ark., 2002; Cai ve ark., 2006). Flavonoidler ve fenolik
asitler maor fenolik bilesikler olup onlarin sulu ve lipolitik ortamlardaki yapilan ile
antioksidan iliskileri Uzerine oldukca ¢cok calisma yapilmis ve genel olarak antioksidan
aktivite hidroksil gruplarnnmin sayisina ve pozisyonuyla substituent ve flavonoid
molekullerin glikolizasyonuna bagli olarak degismektedir. Yapidaki bazi hidroksil
gruplannin varlig: antioksidan aktiviteyi artirmaktacir (Rice- Evans ve ark., 1996; Cao ve
ark., 1997).

1.11. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi biri sabit digeri hareketli olmak Uzere iki farkli faz arasnda
karisimdaki maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak ayrilmasi teknigidir.
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En basit kromatografi kagit ve ince tabaka kromatografisi olup guntimtizde gelistirilmis ve
hizl1 olarak da kabul edilen kromatografi yiksek performanshi svi kromatografisi (High
Performance Liquid ChromatograpHy, HPLC) avi fazda c¢Ozinebilen bir kimyasal
maddenin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine aynlabildigi oldukca duyarli bir
yontemdir. Uygun c¢ozlcu kullanlarak ¢ozilen 6rnek karnsimi (analitler), yuksek basing
atinda kromatografik kolondan gecirilir ve burada bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin
birbirinden ayrilmasi ve bunun derecesi (resolution parameter), anditler ile sabit faz
arasindaki etkilesime baglidir ve 6nemlidir. Sabit faz, kolon igerisindeki hareketsiz dolgu
materyali olarak tammmlamr. Andlitler ile sabit ve hareketli fazlar arasinda istenilen
etkilesim hareketli faz olarak kullamilan ¢oziculerin ve sabit fazin degistirilmes ile elde
edilebilir (Tomruk, 2005, Sarikaya, 2008).

1.12. HPLC Cihaz

HPLC cihazi Sekil 4'de de goruldigu gibi pompa, enjektor, kolon, detektor ve
bilgisayar birimlerinden olusmaktadir. Kromatografik analiz siireci, ¢oztcilide ¢ozUnmiis
ornegin sisteme enjekte edilmes ile baslar. Bu sistemin kalbi, ayirmamn gerceklestigi
kolondur. Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon icinde bilesenlerine
ayriimaya bagslar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller detekttr tarafindan kaydedilir.
Detektor tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamami kromatogram
olarak adlandirilir.

Sekil 4. HPLC cihazimn bolumleri
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1.12.1. Hareketli Faz

Cozinen olarak adlandirilan maddeleri kolonda sirekleyen ¢oziicti veya ¢oziicu
sistemidir. HPLC uygulamalarinda hareketli faz (eluent) tiri ve bilesimi kromatografik
performana etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde birgcok hareketli faz
kullamlmasina ragmen, bunlarin bazi ortak 6zellikleri sunlardir:

o Y Uiksek derecede saflik

o Detektor ile uyumluluk

¢ DUstk viskozite

e Ornegi cozebilme

e Kimyasal acidan inert olmasi

o Uygun fiyat

Her bir HPLC tirinde kullamlan hareketli fazlar birbirinden farklidir. Normal-faz
sav1 kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karisimi gibi
polar ¢ozucller hareketli faz olarak kullamlir. Buyuklikce ayirma kromatografisinde
(Sizeexcluson ChromatograpHy, SEC) ise kullanilan ¢6ziclu polimer oOrnegini
¢Ozebilmeli, ama dolgu materyali ile kimyasal etkilesimeye girmemelidir. Dogru mol
kitles tayininde bu durum ¢ok énemlidir (Tomruk, 2005, Sarikaya, 2008).

1.12.2. Durgun Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, yizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir ve
adsorban c¢esidine ve Ozelliklerine baglidir. Modern HPLC adsorbentleri genis yilzey
alanina sahip, kucuk, rijit yapidaki partikillerdir. Temel adsorban 6zellikleri sunlardir 3—
10 um tanecik boyutu,

e Olahildigince es boyutlu, ortalamanin = % 10'una denk gelecek tanecik boyutu

dagilim

¢ 70-300 A° gbzenek boyutu

¢ 50-250 m2/g ylizey alan

Y Uzeye tutturulan ligant tirdne bagl1 olarak, adsorban normal faz (-OH, -NH,) veya
ters faz (Cg, Cyg, fenil) hatta anyon (NH, " ya da katyon (-COQ) degistirici yapida olabilir
(Tomruk, 2005).
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1.13. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Oksidasyonu yavaslatan veya durduran her turli bilesik antioksidan olarak
adlandirilir. Biyolojik sivilann ve gesitli ekstralarin toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesine yonelik son 15 yilda pek ¢ok metot gelistirilmistir. Bu metodliarin dayandigi
prensip genel olarak elektron ve hidrojen atom transferine dayanr. Bitkisel veya dogd
ekstraklarin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde ORAC, TEAC, B-karoten,
DPPH, Folin metodu, NO radikali temizleme aktivite gibi yontemler single oksijen
transferine, FRAP, CUPRAC, LDL- oksidasyonunun inhibisyounu, gibi yontemler ise
hidrojen atomu transferine dayanan metodlardir. Kullamlan metodlarda ise cesitli radikal
ve metal iyonlan pro-oksidan olarak kullamlmaktadir (Bohm, 2010).

Doga ekstraklanin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde en az ¢ farkli
numune konsantrasyonunda calismalar yapilir ve bulunan sonuclar standart bir antioksidan

(Trolox, BHT, katesin, gallik asit gibi) esdegeri cinsinden hesaplanur.

1.14. Cahsmada Kullanilan Antioksidan Yontemler ve Prensipleri
1.14.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Slinkard ve Singleton (1977) tarafindan ileri sirilen metoda gore numunedeki
toplam cozilebilir fenolik maddeler Folin-Ciocalteu (reaktifi ile renkli bir kompleks
olusturur ve kompleks 760 nm de maksimum absorbans verir. Galik asit veya katesin

fenolik standarch kullanarak hazirlanan galisma grafige gore tayin yapilir.

1.14.2. Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Tayini

Metot sulu cozeltide bulunan (Fe™) ‘Ui (Fe®*)’ye indirgenmesine dayanir. Cozeltiye
antioksidan igeren bir érnegin eklenmesi sonucu, Fe** -tripiridiltriazin kompleksinin (Sekil
5), renkli yapidaki (Fe?*) yapiaina indirgenmesine dayanmaktadir. FRAP ydntemi nispeten
basit bir yontem olup, kolayhikla standardize edilebilmektedir. FRAP yonteminin
dezavantgji, Ozellikle bitkilerde bulunan ve Onemli antioksidan aktivite gosteren
glutatyonlar gibi bazi antioksidanlarla cok yavas tepkimeye girmesidir. Ancak glutatyonlar,
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metot icin uygun dalga boyu araliginda (593 nm) ¢ok iyi absorbe edilemedikleri icin bu
dezavantg ortadan kalkmakta ve meyve ve sebzelerde antioksidan aktivite tayininde FRAP
metodu gegerli bir yontem olarak kabul edilmektedir (Guo vd. 2003).

QMU% o* 05

Fe(ll)(TPTZ),3* [Fe(ll)(TPTZ)2]%*, Amax = 593 nm

Sekil 5. Fe (I)-tripiridiltriazin kompleksinin yapis
1.14.3. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPHe (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) sentetik olarak Uretilen bir radikal olup 517nm
de maksimum absorbans olusturur. Antioksidan madde veya maddelerle muamele
edildiginde DPPHe 'tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbansin disustine
sebep olmaktadir. Dolayistyla DPPH derisimini yariya disiren numune igerigi ng/mL
cinsinden 1Csy olarak tayin edilir. 1Csy degeri ne kadar diusikse antioksidan kapasite o
kadar yuksektir.

- O
/

,,_...@ _
o

o

Sekil 6. DPPH radikali



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caismada kullanmlan kimyasal maddeler ve satin aindiklart firma ve 6zellikleri
Tablo 1'de verilmektedir. Calismamda kullanilan tim kimyasal maddeler analitik saflikta
olup degisik firmalardan temin edilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar: firmalar

Madde Adi Satin Alindigi Firma
Asetonitril Sigma Aldriich, Germany
Metanol Sigma Aldriich, Germany
Etanol Sigma Aldriich, Germany
Asetik Asit Sigma Aldriich, Germany
NaOH Sigma Aldriich, Germany
HCI Sigma Aldriich, Germany
Gallik asit Sigma Aldriich, Germany
Protokatekuik asit Sigma Aldriich, Germany
Katesin Sigma Aldriich, Germany

p-OH benzoik asit

Sigma Aldriich, Germany

Klorojenik asit

Sigma Aldriich, Germany

Vanilik asit Sigma Aldriich, Germany
Kafeik asit Sigma Aldriich, Germany
Siringik asit Sigma Aldriich, Germany
Epikatesin Sigma Aldriich, Germany
p-kumarik asit Sigma Aldriich, Germany
Benzoik asit Sigma Aldriich, Germany

o-kumarik asit

Sigma Aldriich, Germany

cis, trans-absisik asit

Sigma Aldriich, Germany

trans-Sinnamic asit

Sigma Aldriich, Germany

Rutin Sigma Aldriich, Germany
Ferulik asit Sigma Aldriich, Germany
Kuersetin Sigma Aldriich, Germany
Folin Reaktifi Sigma Aldriich, Germany
Na,CO4 Merck, Germany
TPTZ Merck, Germany
FeCl 3.6H,0 Merck, Germany
FeSO,.7H,0O Merck, Germany
CuCl, Merck, Germany
Neocuproine Merck, Germany
CH;COONH, Merck, Germany
DPPH Merck, Germany
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2.2. Kullamilan Alet ve Cihazlar

Caismada kullamlan kimyasal aetler, cihazlar ve satin aindiklari firma ve
Ozellikleri Tablo 2 de verilmektedir.

Tablo 2. Calismada kullanilan alet ekipmanlar ve satin alindiklar: firmal ar

Adi Satin Alindigi Firma
HPLC Agilent 1100
DAD Agilent 1200
Spektrofotometre Shimadzu, Japan
Ultrasonik banyo Elma, German
Doner buharlastiric IKA, China
Su banyosu IKA, China
Rakamsal termometre Fluke
Mikrofiltre (0,45um) Millex-HA
Etlv Heraeus
Manyetik kanstirici IKA, China
Y ar1 otomatik pipet Scorex

2.3. Cahismada Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan gozeltiler taze hazirlanmis olup pek gogu buzdolabinda +4 ° C’
de muhafaza edilmistir. Kullamlan ¢ozeltilerin konsantrasyonlar, hazirlanis sekilleri, ne
amacla kullanldiklan ve satin aindiklar: firmalar Tablo 3’ de verilmektedir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

Cozelti ath Kullanim Amaci Hazirlarms1
%80’ lik Asetonitril HPLC SOQ mL Asetonitril 6l¢lll balonda destile su ile 1000
mL’ye tamamlanch.
% 2'lik Asetik asit HPLC 20 mL Asetik Asit dlcllt balonda destile su ile 1000

mL’ye tamamlanch.

0,5 N Folin Reaktifi

Toplam Fenolik
Madde Tayini

2 N stok Folin reaktifi (4:1) saf suyla seyreltilir.

%2 Na,CO4

Toplam Fenolik
Madde Tayini

2 g NaxCO3 100 mL saf suda ¢ozdilir.

Gdlik Asit Standartlar:

3 mg gallik asit 3 mL metanolde ¢ozllerek stok cozelti

0,02 mg/mL Troloks

Toplam Fenolik |hazirlandi. Buradan metanolle gerekli  seyreltmeler
1—050125—?’155-0’0625 Madde Tayini |yapilarak 0,5-0,25-0,125-0,0625 mg/mL’lik cozeltiler
mgim hazirland:.
2,586 mL derisik (%99.5) asetik asit alimp, hacim saf
300 mM pH 3.6 asetat FRAP Denevi suyla 40,000 mLye tamamlamp, 0.1 M NaOH (0,100
tamponu el g/25 mL) ile pH=3,6 ya ayarlands, hacim suyla 45 mL ye
tamamlanarak Uzerine 105 mL etanol ilave edildi.
40 mM HCl FRAPTesti |82 uL der. (%37) HCl / 25 mL saf suda
10 mM TPTZ' nin 40 mM FRAP Testi 0.0468 g TPTZ / 5.5 mL 40 mM HCI hazirland1, sonra
HCI deki ¢oOzeltisi Uzerine 10.5 mL etanol ilave edildi.
20 mM FeCl;.6H,0 FRAP Teti 0.0811 g FeCI3.6H20 / 55 mL saf suda c¢ozilerek,
cozeltisi Uzerine 10.5 mL etanol ilave edildi.
(o . 300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20 mM
FRAP calisma reaktifi FRAP Testi FeCI3 (10- 1: 1) Kanstinildh,
278 mg FeSO4.7H20 dedtile suyla 100 mL’ye
1000 uM FeS04.7H20 FRAP Testi tamamlaruir. 500, 250 ve 100 uM’lik konsantrasyonlara
destile suile seyreltilerek kullanlir.
DPPH (2,2-difenil-1- . L I
pikrilhidrazil) Ragikal DPPH Testi 4 mg ticari DPPH 100 mL metanolde ¢ozulr.
DPPH Testi

0,1 mg Troloks 5 mL metanolde ¢tzuldu.

2.4. V. myrtillus Meyvesi Numunesinin Alinmasi ve Saklanmasi

Caismada kullamlan V. myrtillus meyves ornegi Trabzon’un Sirmene ilgesinden
temin edilmistir. V. myrtillus’ lar -18 ° C de 1 hafta kadar saklandh.

2.5. Analizler I¢cin Numune Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Donmus V. myrtillus lardan 319,22 g tartilarak alindi ve oda sicakliginda ¢ozinmesi
icin bekletildi. Daha sonra V. myrtillus meyvelerinden 226,98 g tartilarak alimp 40 °C’ deki
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etiivde 1 hafta kadar kurutuldu. Kurutulan meyveler ince bigakl1 blendirdan gegirilerek toz
haline getirildi. Toz haline getirilen V. myrtillus 'un miktar1 34,7049 g dir. Bu miktar bes
esit parcaya bolUnerek sirasiyla metanol, etanol, su ve etil asetatda ekstrakte edilerek kalan
cozelti 0-4 °C de muhafaza edildi. Ekstraksiyon islemi 24 saat boyunca i1stici
karistiricilarda gerceklestirildi. Ekstrakte edilen V. myrtillus larin miktarlarn srasiyla;
metanolde; 6,0099 g, etanolde; 6,0462 g, etil asetatda; 6,0110 g, suda; 6,0631 g’ hr.

2.6. HPLC ile Fenolik Bilesen Analizi

2.6.1. Fenolik Bilesen Analizi icin Numune Hazirlama

Konsantrasyonu 20 mg /ml olacak sekilde V. myrtillus meyvesinin 10 ml
ekstraksiyonu hazirlandi. Metanol kismi evaporatérde ucuruldu. Kalintt 10 ml 0,06 M HCI
¢Ozuldu. Boylece pH= 1,5 a ayarlandi. pH’1 ayarlanan bu ¢ozeltiye 10 ml etil asetat ilave
edilerek secimli ekstraksiyon uygulandi. Organik faz bir balona toplandi. Bu islem iki kez
gerceklestirildi. Toplanan organik faz evaporatorde uguruldu. Kainti 10 ml metanolde
¢cOzulerek HPLC tayinine gecildi.

2.6.2. Fenolik Bilesen Analizinde Kullanilan HPLC Cihazi ve Tayini

Kromatografik analizler, asetik asit ile modifiye edilen asetonitril ve sulu fazlara
uygulanan gradient program ile C18 (Agilent) kolonu (150x4.6 mm id, 5u) kullamlarak
280nm’de HPLC-UV (Agilent 1100 series) ve HPLC-DAD (Agilent 1200 series) ile 7
dalga boyunda— 240, 254, 260, 274, 280, 308, 324 nm- gerceklestirildi. 15 fenolik bilesik
standart - gallik asit, protokatekuik asit, protokatekul aldehit, gentisk asit, p-hidroksi
benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit, caffelk asit, Sirinjik asit, vanilin, syringaldehit, p-
cumarik asit, benzoik asit, ferulik asit, sinapik asit - 6nctliginde metanolik ekstraktlar
kalitatif ve kantitatif olarak incelendi.

Caismada kullanilan fenolik bilesen standartlari, dalga boylari ve alikonma

zamanlar: Tablo 4’ de verilmektedir.
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Tablo 4. Fenolik bilesik standartlarinin ¢alisilcigi max dalga boylar

Fenolik Bilesen Standartlan Analiz Y apilan Max. Dalga Boyu (nm) Alikonma Zaman (Rt)
Gallik asit 274 4,399
Protokatekuik asit 260 6,465
Protokatekuik aldehit asit 280 8,31
Gentisik asit 324 8,31
p-hidroksi benzoik asit 260 9,356
Kloroj enik asit 324 11,332
Vanilik asit 260 11,792
Kaffeik asit 324 12,772
Sirinjik asit 274 14,217
Vanilin 280 17,524
Siringaldehit 308 20,381
p-kumarik asit 308 21,068
Benzoik asit 240 22,075
Ferulik asit 324 23,113
Sinapik asit 324 24,017

2.7. Antioksidan ve Antosiyanin Tayinleri

2.7.1. Toplam Polifenol Tayini

4 ayn c¢ozucude ¢ozinen V. myrtilluslar, 10 kat seyreltirilerek polifenol tayinine
hazirlanir. Slinkard ve Singleton (1977) tarafindan ileri strilen metoda gére numunedeki
toplam c¢ozllebilir fenolik madde Folin-Ciocalteu reaktifi ile 760 nm de maksmum
absorbans veren renkli bir kompleks olusturur. Gallik asit ile standart calisma grafigi
hazirlanarak tayin yapildi.

Bulunan tiim degerler aritmetik ortalama tstandart sapma (X+SS) seklide veril di.
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Tablo 5. Toplam fenolik madde tayini igin deney sartlar

Tanik Deney Standart Deney
Destile su 0,1 mL
Standart (degisik konsantrasyonlarda) 0,1 mL
Numune 0,2 mL
Destile su 5mL 5mL 5mL
0,2 N Folin Reaktifi 0.5mL 0.5mL 0.5mL
Tapler vorteksile kanstirihir ve 3 dakika sonra
%2 Na,COs 1.5mL 1.5mL 1.5mL
760 nm'de tarik deneye kars1 absorbans okunur
Absorbans
= y=2,5667x+0,1184
7
25 - R?2=0,997
2 =
1.5 —
=
0,5 -
0 T T
] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Derigim (ma/mL}
Sekil 7. Toplam polifenol tayini igin kullanilan kalibrasyon grafi gi
2.7.2. FRAP Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini
FRAP metodu (Fe(lll)-TPTZ-2,4,6-tris  (2-pyridly)-Striazin)  kompleksinin

antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(l1)-TPTZ olusmas: ve bu
kompleksin 593 nm’de maksimum absorbans vermes esasina dayanir (Benzie and Strain,
1999). Bu amagla 3 mL FRAP reaktifi [300 mM pH 3,6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20
mM FeCl; (10: 1: 1)] ile 100 pL numune karistinldi ve 4 dakika sonra 593 nm’de
absorbans okundu. Sonuclar standart antioksidan FeSO, ile karsilastirmal1 olarak verildi.

COzucuden ve numuneden gelen renklilik absorbasm belirleme ve bunlari numune

absorbanandan ¢ikarma amaciylatamk deneyler yapildi.
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Tablo 6. FRAP yontemi icin deney sartlan

Reaktif Tanik Numune Renk Numune Renk
Tipil Tank Tpliyeeay | Tamk Topl, | Sonoat | Numune
FRAP Reaktifi 3mL - - 3mL 3mL
Numune - 100 pL 100 pL - 100 pL
FeSO,.7H,0O
w2 - 100 pL -
(Degisen kons)
Destile Su - - 3mL - -
Metanol 100 pl 3mL - - -
Absorbans
707 y = 0,0006x - 0,0221
1 06 R2=0,9994
4 05
4 04
4 0,3
4 0,2
40,1
0 200 400 600 800 1000 1200
Derigim (mg/mL)

Sekil 8. FRAP tayini icin kullamlan kalibrasyon grafi gi

2.7.3. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin ainabilen bir radikal
olup denemelerimizde satin alinan bu radikalin 100 uM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanildh.
Denemelerde Cuendet vd. (1997) metodu kullanmildi. Elde edilen ekstraktlar degisik
konsantrasyonlarda hazirlandi. Esit hacimde (750 pL) DPPH ¢ozeltisi ve numune ¢ozeltileri
karistirillip oda sicakliginda 50 dakika inkUbasyona birakildi. Sire sonunda DPPH’in
maksimum absorbans verdigi 517 nm'’ de absorbanslar okundu. Kor olarak DPPH ¢ozeltis
ve numunenin c¢ozdldigu c¢ozictu kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen

konsantrasyonlar grafige gecirilerek 1Cso degerleri mg/mL cinsinden hesapland:.
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Tablo 7. DPPH yontemi icin deney sartlarn

Numune Tanik Tlpu | Reaktif Tanik TUpu Numune TUpU
V. myrtillus (Degisik konsantrasyon) 750 pL - 750 pL
Metanol 750 pL - -
DPPH (150 pM) - 750 pL 750 pL
Cozuci - 750 pL -

50 dk. sonra 517 nm de absorbans okunur.

2.7.4. Toplam Antosiyanin Tayini

Toplam antosiyaninlerin tayini pH-differansiyel metoduyla yapilmistir (Wrolstad,
1976; Giusti ve Wrolstad, 2001; Fuleki ve Francis, 1968). Metodun ilkesi, monomerik
antosiyaninlerin pH 1,0'de renkli oksonium formunun pH 4,5'da ise, renksiz hemiketa
formunun egemen olmasina baglidir (Sekil 9) . Buna gore ortam pH'st 1 ve 4,5 oldugu
zaman Olcllen absorbans degerlerinin farki, dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile

orantil1 bulunmaktadir. Y 6ntem son derece basit ve duyarlidir.

1.6
14
12
1.0
08
0.6
04
02

Absorbance

1.3+

| A
UI'II

0

/!

\
1
\
L1
A
5

\

0.0
250

B

g
O-R

O-R

pH=10

Flavylium cation: orange to purple

pH1
/|
IIII II
I
pH4
450 550 750

Wavelength nm

350 630

B

;4]
™ OH
B ) > 2
o OH |
R: . " HO~""%-0 =
? e
H l = N
| O-R
O-R
Hemilketal form: colorless
pH=43

Sekil 9. Antosiyaninlerin pH 1 ve 4.5 de (UV -Vis) spektrumlar
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Y 6ntem modifiye edilerek tayin yapilmistir. 2,5 g. Oziitlerden alinip ainip, HCl ile
asitlendirilmis etil alkol ile ekstraksiyon yapildi. 25 ml’ye seyreltildi. Manyetik karistiric
ile 30 dakika karistirildi. Karigim 10 dakika stre ile 3000 rpm’de santriflyj edildi. Berrak
kissimdan 5 er ml iki ayr1 erlene alinmustir. 1. TUpe pH 1 deki KCL tampon ¢ozeltisinden,
digerineise pH 4,5 deki NaCH;COO tampon ¢ozeltisinden 20’ ser ml eklenmis yaklasik 30
dakika beklenmistir. Bu esnada seyreltilmis berrak numunenin 250-700 nm arasinda
spektrumu saptanmis ve V. myrtillus 288 nm dalga boyu aral iginda maksimum absorbans
(Avis-max) gosterdigi belirlenmistir. pH 1 ve pH 4,5 da, tampon ¢Ozeltilerindeki Ornek
cozdtilerin bu bekleme sonucunda 288 ve 700 nm dalga boylarinda, suya karsi saptanan
absorbans degerleri Olglilmis ve asagidaki esitliklerden faydalanmak suretiyle toplam
monomerik antosiyanin icerigi hesaplanmistir. Hesaplamada antosiyanin miktarlar: ifade
edilirken o gidadaki baslica antosiyanin hangisi ise onun cinsinden ifade edilmektedir.
Literatirde V.myrtillus ile yaplmis antosiyanin calismalarina rastlanmadigi icin ve elde
edilen maksimum absorbans degeri Siyanidin-3-glukozitin verdigi maksimum absorbansa
denk geldigi icin sonuclar Siyanidin-3-glukozit (Cyn-3-glu) cinsinden hesaplanarak ifade
edilmigtir.

A: (A 2288 A 1700) pH 1.0 — (A 1288- A A700) pH 4,5

Monomerik Antosiyaninler, mg/L :

Burada;

A Duzeltilmis absorbans farki

MW: Baz alinacak antosiyaninin molekul agirligi (Siyanidin-3-glukozit icin: 449,2)
(Giusti ve Wrolstad, 2001)

Sf: Seyreltme Faktori

e. Molar absorbtivite katsayis (Siyanidin-3-glukozit icin: 26.900) (Giusti ve
Wrolstad, 2001)



3. BULGULAR

3.1. HPLC ile Fenolik Bilesen Analiz bulgulan

Calismada 15 adet fenolik bilesik standart kullanildi ve V. myrtillus ekstraklarinda 7
adet fenolik bilesen kalitatif ve kantitatif olarak analiz edildi.

3.1.1. Analiz Edilen Fenolik Bilesenler

3.1.1.1. Protokatekuik Asit

T — — T T
200 225 250 275 300 325 350 375 400 4p5

nm

Sekil 10. Protokatekuik asit standardi (260 nm).

250 300 350

nm

Sekil 11. Analiz sonucu belirlenen protokatekuik asit (260 nm).
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Protokatekuik asit igin cizilen kalibrasyon grafigi oncllugiunde kantitatif olarak
madde miktar1 sonucuna gére 8,779 pg/ g dir.

3.1.1.2. Protokatekuik Aldehit Asit

1 mAU
{ 80
{ 60
{ 40
1 0

. 0

B B e
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

nm

Sekil 12. Protokatekuik aldehit asit standardi (280 nm).

H‘\H\‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘HH‘\HEH

250 300 350

nm

Sekil 13. Analiz sonucu belirlenen protokatekuik aldehit asit (280 nm).

Protokatekuik adehit asit icin cizilen kalibrasyon grafigi oncultiginde kantitatif
olarak madde miktar:1 sonucuna gore 16,40 ug/ g dir.
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3.1.1.3. Klorojenik Asit

e L B LA e e
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425

nm

Sekil 14. Klorojenik asit standard: (324 nm).

\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\3\

250 300 350

nm

Sekil 15. Analiz sonucu belirlenen klorojenik asit (324 nm).

Klorojenik asit icin cizilen kalibrasyon grafigi oncilUginde kantitatif olarak madde

miktar1 sonucuna gore 47,3 pu/ g dir.



27

3.1.1.4. Sirinjik Asit

1 mAU
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Sekil 16. Sirinjik asit standardi (274 nm).
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nm

Sekil 17. Analiz sonucu belirlenen Sirinjik asit (274 nm).

Sirinjik asit icin cizilen kalibrasyon grafigi onciliginde kantitatif olarak madde

miktar sonucuna gore 75,26 ug/g’dur.
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3.1.1.5. Sinapik Asit

L e B A e e LA A
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425
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Sekil 18. Sinapik asit standardi (324 nm).
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Sekil 19. Analiz sonucu belirlenen sinapik asit (324 nm).

Sinapik asit icin cizilen kalibrasyon grafigi onculiginde kantitatif olarak madde

miktar1 sonucuna gore 17 ug/g’dir.
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3.1.1.6. Benzoik Asit
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Sekil 20. Benzoik asit standardh (240 nm).
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Sekil 21. Analiz sonucu belirlenen benzoik asit (240 nm).

Benzoik asit icin cizilen kalibrasyon grafigi onculiginde kantitatif olarak madde

miktar: sonucuna gore 32 pug/ g dir.
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3.1.1.7. Vanilik Asit
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Sekil 22. Vanilik asit standardh (260 nm).
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Sekil 23. Analiz sonucu belirlenen vanilik asit (260 nm).

Vanilik asit icin cizilen kalibrasyon grafigi onclligiunde kantitatif olarak madde
miktar1 sonucuna gore 0,0067 pg/g’ dir.
Calisma boyunca belirlenen bilesenler, dalga boylari, aikonma zamanlari, aanlar: ve

konsantrasyonlan Tablo 8 de verilmektedir.
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Tablo 8. Beélirlenen hilesenlerin dalga boylari, alikonma zamanlari, aan ve
konsantrasyonlari

BELIRLENEN BILESENLER

Rt
Bilegenin Ads (Al konma Zaman dk) Dal?r?rsoyu Alan (mAU) | Konsantrasyon (kg/g)
Protokatekuik asit 6,239 260 54,5853 8,779
Protokatekuik aldehit asit 8,196 280 28,5935 16,4
Klorojenik asit 10,603 324 130,832 473
Sirinjik asit 13,389 274 274,389 75,26
Sinapik asit 24,503 324 58,6328 17
Benzoik asit 22,021 240 128,43 2
Vanilik asit 11,225 260 38,0728 0,0067

3.1.2. Belirlenemeyen Bilesenler

HPLC DAD ile caisilan V. myrtillus numunesinde standardin disinda farkli dalga
boylannda ve vyine farkli aanlarda belirlenemeyen (unknown) adiyla pikler
gbzlemlenmistir. Bu piklerin alikonma zamanlar1 ve aanlar1 dalga boylan 6nculiginde

Tablo 9'daverilmistir.
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Tablo 9. Belirlenemeyen piklerin dalga boylar: ve danlar

Belirlenemeyen Bilesenler
Alikonma Zamanlar (Rt) Dalga Boyu (nm) Alan (mAU)
18,164 240 182,49
5,423 254 5,007
5,648 254 7,2048
19,086 254 5,70
20,795 254 8,22
9,029 260 17,10
16,163 260 8,95
4,289 274 9,94
5,639 274 21,79
12,197 274 12,16
16,176 274 19,69
23,944 274 9,82
7,456 280 18,86
16,159 280 22,08
17,549 280 5,86
19,226 280 9,31
20,013 280 15,95
20,733 280 10,59
21,533 280 8,87
22,476 280 5,97
23,484 280 6,99
23,939 280 17,81
9,89 308 10,48
16,782 308 5,05
21,546 308 8,72
23,485 308 9,07
23,982 308 18,98
24,5 308 74,22
7,54 324 10,83
8,24 324 18,79
12,167 324 28,12
19,726 324 5,53
20,503 324 8,857
22,593 324 5,98
22,937 324 23,73
23,449 324 9,15
23,985 324 15,20
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3.2. Antioksidan Aktivite ve Antosiyanin Bulgular:

3.2.1. Toplam Polifenol Miktarlan

Metanolik, etanolik, su ve etil asetat ekstraksiyonlari sonucunda hesaplanan toplam

polifenol icerigi mg gallik asit / g numune cinsinden Tablo 10’ da verilmistir.

Tablo 10. Oziitler ve polifenol igerikleri

Ozitler Toplam polifenol (MgGA/100 g KA) (X+SS)
Metanol 2029+ 89
Etanol 1016 + 47
Etil Asetat 134 £ 45
Su 306 + 28

3.2.2. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Kuvveti (FRAP)
Metanolik, etanolik, su ve etil asetat ekstarksiyonlart sonucunda hesaplanan FRAP

icerigi Troloks esdegeri (TEAP degeri) cinsinden umolTroloks /100 g KA olarak bulundu
ve Tablo 11’ de verilmistir.

Tablo 11. V. myrtillus 6zutlerinin FRAP cinsinden antioksidan sonuglar:

Oziitler FRAP Tayini (mmolTroloks /100 g KA) (X+SS)
Metanol 6,42+ 0,34
Etanol 3,639+ 0,10
Etil Asetat 0.041 + 0,08
Su 0,499+ 0,17

3.2.3. DPPH Aktivitesi Sonucu

Dort farkli polariteye sahip ekstraksiyon turti ve Troloks standard: igin uygulanan
DPPH radikal temizleme aktivites testinde absorbansa kars: cizilen konsantrasyon grafi gi
yardimiyla % 50 inhibisyon olarak bilinen 1Cs degerleri mg/ ml cinsinden hesaplanch.
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Sekil 25. V. myrtillus metanol ekstrakt grafigi
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Sekil 26. V. myrtillus etanol ekstrat grafigi
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Sekil 27. V. myrtillus €til asetat ekstrakt grafigi
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Sekil 28. V. myrtillus sulu ekstrakt grafi gi

Dort farkli polariteye sahip ekstrakttan elde edilen DPPH temizleme aktivites

verileri Tablo 12' de verilmistir.

Tablo 12. Oziitler ve ICs, degerleri

Standart ve Oziitler SC g (mg/ ml) (X£SS)
Troloks 0,0075 + 0,0010
Metanolik 0,42+ 0,02
Sulu 0,75+ 0,02
Etanolik 0,42+ 0,01
Etil Asetat 24,18 + 2,10
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3.2.4. Toplam Antosiyanin Verisi

Uc farkl1 polariteye sahip ekstrakt icin toplam monomerik antosiyanin sonuglarinin
hesaplanmasi asagida siral1 olarak verilmis ve tablolastirilmistir. Etil asetat 6rnegi ikili faz
olusturdugu icin spektrof otometrik tayini yapilamadh.

Etanollt Tayin
: o _ 0w ~
Monomerik Antosiyanin, mg/L = 26900><1X(103)X (449,2)x(100) =200,39 mg/L
(Siyanidin-3-glukozit Esdegeri)
MetanollU Tayin
Monomerik ~Antosiyanin, mglL = —o x(10%) x (449,2) x (100) =305,59 mg/L
’ 26900x1 ' '
(Siyanidin-3-glukozit Esdegeri)
Sulu Tayin
Monomerik  Antosiyanin, mg/L 002 , (10°)x (449,2)x(100) = 35,07 mg/L
’ 269001 ' ’
(Siyanidin-3-glukozit Esdegeri)
Tablo 13. Ozitler antosiyanin verileri
Ekstraktlar Antosiyanin Degeri (mg cyanidin 3-glucoside/100 g KA) (X+SS)
Etanol 200,39 + 10,20
Metanol 305,59 + 8,65
Su 35,0+ 2,30




4. TARTISMA

Kurutulmus yaban mersinlerinden elde edilen dort farkli polariteye sahip ekstraktin
toplam antioksidan kapasitesi Troloks esdegeri cinsinden (Troloks esdegeri antioksidan
guc) FRAP yontemine gore hesaplandi. Fe+3 iyonlarimin indirgenmes esasina dayanan
yontemde metanolik V. myrtillus ekstraktin TEAP degeri 6,42 + 0,34 iken sulu ekstraktin
0,499 * 0,17 ve etil asetat ekstraktinin ise 0.041 + 0,08 mmol Troloks/100 g KA bulundu.
Dolayisiyla en yiksek FRAP aktivitesinin metanolik ve etanolik ekstraklarda gorul gt
bulundu. Etil asetat I1 ekstraklardaki toplam fenolik madde miktarina paralel olarak toplam
antioksidan kapasitenin de azaldhg gorilmektedir. Bu bize antioksidan aktiviteden sorumlu
ganlann fenolik maddeler oldugu fakat ekstrakt icesinde bu yontemi kullanarak hangi
fenolik yapilarin oldugunu gostermez. Folin-Ciocalteu yontemi sadece ekstraklardaki
toplam fenolik madde miktarini gosteren bir testtir. Nitekim yapilan ¢calismalar ile dogal
Urtinlerin fenolik madde miktarlan ile toplam antioskidan kapasiteleri arasinda R?= 0,6 ile
1,0 arasanda degisen korrrelasyonlarda dogru positif korelasyon oldugu bildirilmektedir
(Al-Mamary vd., 2002; Kigiuk vd., 2007; Kolayl1 vd., 2008). Ayn ayri fenolik maddelerin
tayin etmek icin saf fenolik madde standartlan kullnaillarak yiUksek basncli svi
kromatografis (HPLC) tayin yapmak gerekir, ya da gaz kromatografsi —kutle
spektroskopisi (GSMS) kullanilarak 6zellikle bu polar bileseklerin silil tUrevlerini elde
etmek suretiyle tammlanmalari mimkiin olmaktadhr.

Caismada V. myrtillus’un metanolik ekstraklarinda var olan fenolik bilesikleri
belirlemek maksadiyla 15 ayn saf fenolik standart kullanilarak HPLC- DAD ile ayirmave
tammlamalar yapildi. Ters faz (RP)- HPLC ile C18 kolon kullanilanilarak ve dedeksiyon
fotodiyot (DAD) dedektdr kullanilarak degisik uv bolgerinde fenolik bilesenler belirlendi.
Bu amacla protokatekuik asit, protokatekuik aldehit asit, gallik asit, klorogenik asit,
Sirinjik asit, sinapik asit, benzoik asit, vanilik asit, gentisik asit, p-hidroksi benzoik asit,
kafeik asit, syringaldehit, benzoik asit, sinaptik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit
standartlarn kullamlarak tayinler yapilci. Bu amagla 6nce her bir standart icin 1131
absorbaladiklart maksimum dalga boylarn ve alikonma zamanlar hesapland: ve sonra tim
karisim halinde HPLC ye standart kromatogram elde edildi. Bu fenolik bileselerin
kromatografik ayrilmalarinda literatiirde en sik karsilagilan kolon tipleri 150 mm veya 250
mm uzunluk, 4 mm veya 4,6 mm i¢ ¢ap ve 5 um partikdl buyUkltgtne sahip ters faz C18
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kolonlardir (Michakiewicz vd., 2008; Saric vd., 2009; Truchado vd., 2009). Bu ¢alismada
literatUre benzer sekilde ters faz C18 (150 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) kolonu kullanildh.

Caismada 15 adet fenolik bilesen standarch kullanildi ve metanolik V. myrtillus
numunesinde toplam 7 adet fenolik bilesen; protokatekuik asit, protokatekuik aldehit asit,
klorogenik asit, Sirinjik asit, sinapik asit, benzoik asit ve vanilik asit degsen
konsanstrasyonlarda tesbit edildi. Calisilan fenolik bilesenlerden Sirinjik asit, klorojenik
asit ve benzoik asit temel fenolik bilesenleri olustururken, protokatekuik aldehit asit,
sinapik asit ve katekuik asit daha az oranda ve vanillik asit cok eser miktarda ekstrakda yer
almaktadir. Metanolik ekstralarda gallik asit, gentisik asit, p-hidroks benzoik asit, kafeik
asit, syringaldehit, ferulik asit ve p-kumarik asit aside rastlanilmadi. Calismamiza benzer
sekilde cesitli kafeik ve p-kumarik asit cok eser miktarda bulundugu rapor edilmektedir
(H&kkien, et a. 2000). Vasko et a. (2009) da yaptiklar1 calismada bir mersin tirt olan
(Vaccinium floribundum Kunth) un antosyanince zengin oldugu ve temel fenolik
bileseninin klorojenik asit oldugu bildirilmektedir.

Metanolik, etanolik, sulu ve etil asetat ekstraksiyonlari ile hazirlanan V. myrtillus
ekstraklarimin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin- Ciocalteu yontemine gore gallik asit
standarch  kullamlarak tayin edildi. 306- 2029 mg GA/g arasinda degisen
konsantrasyonlarda toplam fenolik madde miktann bulundu. En yiksek TFM (2029 mg
GAE/100g FW miktarina sahip ekstraktin metanolik ekstrak bulunurken etil asetat
ekstraktinin en dustk TFM miktarina (134 mg GAE/100 gFW) sahip oldugu belirlendi.
Etanolik TFM miktarn ise 1016 mg gAE/100 g FW olarak bulundu. Fenolik asitler ve
polifenoller bol miktarda hidroksil grubu iceren bilesikler olup polar yapidadirlar ve bu
nedenle de polar ¢Ozuculerde ¢ozunurler. Metanol polarites sudan daha disik olmasina
ragmen organik molekiller icin ¢cok ideal bir ¢ozlcudur. Polar molekilleri ¢ozebildig gibi
nisbeten disik polariteli molekilleri de sudan daha iyi ¢ozmektedir. Ancak zehirli
oldugundan dolayr gidalarin hazirlanmasinda ve gida endistrisinde kullamlmamaktadir.
Fakat yapilan bilimsel arastirmalarda antioksidan kapasitenin belirlenmesinde en ¢ok
kullamlan ekstraksiyon ¢ozlculerinden biridir. Faria et a. (2005) de yaptiklan calismada
V.myrtillus un % 50 lik etanolik ekstraktta toplam fenolik madde miktarini Troloks
cinsinden 257.9 mg/100 g olarak bildirilmektedir. Cesitli dogal Urunler, 6rnegin, bitkiler,
bal, polen gibi ornekler icerdikleri fenolik yapmya sahip sekonder metabolit ganlann
konsantrasyonlan ¢esitli gevre sartlarindan ve buna bagli olarak metabolik ihtiyaglarinin
degisik olmasindan dolay: farkliliklar gostermektedirler. Ornegin, Avrupa ve kuzey Asya
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bolgelerinde yetisen V.myrtillus’ un toplam fenolik madde miktarlarinin 300 — 698 mg/100
g KA (kuru ggirhik) arasinda degisim gosterdigi rapor edilmektedir (Mazza & Miniati,
1993). Bir calismada V. floribundum tiri mersinde toplam fenolik madde miktarimn 758.6
mg GAE/100 g KA olarak, Ekvator bolgesinde yetisen aym tirde ise 882 mgGAE/100 g
KA olarak bildirmektedirler (Vasco etal. 2009). Bu bildirlen miktarlar bizim metanolik
fraksyonda buldugumuz toplam fenolik madde miktanndan daha distk
konsantrasyondadir. Fakat literaturde bildirlen TFM miktar: degerleri etanolik fraksiyonda
buldugumuz 1016 mg GAE/100 g KA degeri ile benzerlik gostermektedir.

DPPH radikali temizleme testi, ¢esitli dogal Urtnlerin serbest radika temizleme
yeteneginin 6lgllmesinde oldukga yaygin olarak kullanilan bir metottur (Hatano vd., 1997;
Ahn vd., 2007; Nagai vd., 2003). DPPH stabil ve ticari olarak satin amnan bir radika olup
bir elektron veya hidrojen aldiginda 517 nm’ de absorbans verir (Huang vd., 2005). DPPH
radikalinin % 50'sinin olusumunu engelleyen madde miktar: IC50 olarak tanimlamr ve
dustik 1C50 degeri yuksek radikal temizleme aktivitesini gosterir.

Calisilan dort farli polaritedeki V. myrtillus ekstraktlarinin DPPH radikal temizleme
aktiviteleri en yuksek metanolik ve etanolik fraksiyonda (1C50: 042 mg/ml), sulu fazda
0.75 mg/ml ve en disUk aktivite nisbeten en az polar faz olana etilasetatl: fazda (24,18
mg/ml) bulundu. Metanolik ve etanolik fazdaki yiksek fenolik bilesiklerden dolayr DPPH
radikal temizleme aktivitesi daha yuksek bulundu.

Bu nedenle yapilan calismanin amaci bdlgemizde yetistirilen yabani olarak yetisen
bir berry tirt olan V.myrtillus’ un fenolik yapisim aydinlatmak ve potansiyel antioksidan
kapasitesini belirlemektir.

Bitkilerde cok farkli antioksidanlar mevcuttur ve her bir antioksidan bileseni ayrica
6lcmek cok zordur. Bu nedenle her 6zUtiin antioksidan potansiyelini degerlendirmek icin
birkag farkl test kullanmak daha bilgilendirici ve hatta gerekli olabilir (Tsai vd., 2002;
Beretta vd., 2005; Huang vd., 2005; Zalibera vd., 2008). Bu c¢alismada baslica dort metot
ile V.myrtillus un antioksidan kapasites belirlenmeye calisildi; toplam fenolik madde
tayini, toplam antosiyanin tayini, demir (111) indirgeme antioksidan kuvveti (FRAP) tayini
ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivites tayini.

Bitkisel Ozttlerin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde pek ¢cok yontem
kullamlmaktadir. Toplam fenolik madde miktar1 (TFM), demir (I111) indirgeme gicu
(FRAP) yontemleri toplam uluslararas: literattrde kabul gormis en gecerli testlerdendir.

Bir redoks reaksiyonu olan ve kisaca demir indirgeme kuvveti (FRAP) olarak adlandirilan
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test, biyolojik materyallerin toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde
kullamlmaktadir. Indirgeme Kkuvveti Ornekte bulunan bitin bilesiklerin indirgeme
potansiyellerinin toplamini olusturur. Bulunan yiksek FRAP degeri yuksek Fe indi rgeme
kuvvetini gostermektedir.

Sonug olarak yabani bir tir olan V. myrtillus fenolik bilesikler ve 06zellikle
antosiyaninlerce zengin bir dogal Urtin olup, yapisinda bulunan Sirinjik, klorojenik asit ve
benzoik asitce zengin antioksidan yapilardan dolay: biyolojik degeri yuksek bir Grindr.
Karadeniz bolgesi V. myrtillus dikimi, Oretimi icin gok elverisli bir bolge olmasi nedeniyle
bu degerli Urinin gida sanayiinde daha yaygin bigcimde kullamlmas koruyucu tip

agisndan yararl olacaktir.
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