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Doktora Tezi
OZET

BITKISEL CAY BILESENLERININ VE GIDA KATKILARININ KARBONIK
ANHIDRAZ AKTIVITESI UZERINE ETKILERI

Ayca AKTAS KARACELIK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2018, 253 Sayfa, 3 Sayfa Ek

Bu calismada bazi gida katki maddelerinin ve siyah, beyaz ve yesil caymn yaninda
diger bitkisel cay ekstraktlarinin saflastirilan sigir karbonik anhidraz (BCA) ve insan
karbonik anhidraz izoenzimleri (hCAI ve hCAII) iizerine etkileri arastirildi. Oziitlerde
toplam CA inhibisyonunu dl¢gmenin yaninda numunelerdeki bilesenlerin bu inhibisyondan
ne derece sorumlu olduklar1 % inhibisyon ¢alismasi ile degerlendirildi. Bu bilesenlerin ve
gida katki maddelerinin % CA inhibisyon ve ICso degerleri CA esteraz aktivitesi
kullanilarak belirlendi. Bu ¢alismada 3 siyah, 2 yesil, 1 beyaz ¢ay, 1 gay lifi ve 1 ¢ay ¢opii
ekstraktlarinda bilesen miktarlari HPLC-DAD metodu ile belirlendi. Gallik asit siyah
caylarda en yiiksek (151.2-229.2 mg/L ekstrakt), yesil c¢aylarda ise en disiik (21.7-31.9
mg/L ekstrakt) olarak tespit edildi. Fermantasyon siyah ¢aylardaki gallik asit diizeylerini
artirmaktadir. Yesil ¢ayda daha yiiksek seviyede epigallokatesin (1953.8-3033.7 mg/L
ekstrakt), epigallokatesin gallat (1424.8-2015.6 mg/L ekstrakt), epikatesin (612.6-811.5
mg/L ekstrakt) ve epikatesin gallat (612.6-811.5 mg/L ekstrakt) tespit edildi. Cay lifi ve
cay ¢Opii ekstraktlarinin bilesimi siyah ¢aya benzemektedir. Bitkisel caylarda 10 fenolik
bilesigin varlig: tespit edildi. Bunlardan protokatekuik asit en sik goriilen bilesiktir. Gida
katki maddelerinin CA inhibisyonu ICso degerleri 5-5998 uM araliginda tespit edildi. En
yiiksek inhibisyon gosteren Eritrosin B’nin Ki degeri 0.0028 mM olarak bulundu. Fenolik
asitlerin ICso degerleri 53-1940 uM arasindadir. Bitkisel ¢aylarda ise 0.005-1.037 mg/mL
araliginda ICso degerleri goriildii. Dogal, toksik yan etkisi disiik, biyouyumlu ve suda
¢Oziinebilen CA inhibitdrlerinin kesfedilmesi ilag etken maddesi arastirmalari igin dnemli
bulgular ortaya ¢ikaracaktir. Ayrica CA’yr inhibe eden bilesenleri igeren gidalarin
tilketilmesinde ortaya ¢ikabilecek fayda ve zararlarin CA inhibisyonu iizerinden de

degerlendirilmesi yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: karbonik anhidraz inhibisyonu, gida katki maddeleri, ¢ay, fenolik
bilesen, HPLC-DAD



PhD. Thesis
SUMMARY

EFFECT OF CARBONIC ANHYDRASE ACTIVITY OF THE HERBAL TEA
COMPONENTS AND FOOD ADDITIVES

Ayca AKTAS KARACELIK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2018, 253 Pages, 3 Pages Appendix

The effect of food additives, black, green and white teas, and herbal teas on
carbonic anhydrases enzymes purified from bovine (BCA) and human (hCAI and hCAII)
erythrocytes were investigated. Total CA inhibition was measured in extracts, and
%inhibitions were evaluated to explore the role of components. %CA inhibition and 1Cso
values of the components and food additives were determined by measuring CA esterase
activity. The components quantities in 3 black, 2 green and 1 white tea, 1 tea fibre and 1
tea waste samples were determined by HPLC-DAD method. Gallic acid was found at
highest quantities in black teas (151.2-229.2 mg/L extract) and lowest in greaan teas (21.7-
31.9 mg/L extract). Fermentation increases gallic acid levels in black teas. Greean teas
showed higher amounts of epigallocatechin (1953.8-3033.7 mg/L extract), epigallocatechin
gallate (1424.8-2015.6 mg/L extract), epicatechin (612.6-811.5 mg/L extract), and
epicatechin gallate (612.6-811.5 mg/L extract). The compositions of tea fibre and tea waste
resemble that of black tea. The existence of 10 phenolics in herbal teas was shown.
Protocatechuic acid was seen most frequently. ICso values of food additives for CA
inhibition were 5-5998 uM. The K; value of Erythrosine B showing a highest inhibition
was found as 0.0028 mM. ICsq values of phenolic acids for CA inhibition were 53-1940
uM. Herbal teas I1Cso values were 0.005-1.037 mg/mL. Discovering natural, nontoxic,
biocompatible and water soluble CA inhibitors will explore important findings in drug
leads search. In addition, potential advantages and disadvantages of consuming food CA
inhibitory components should be evaluated based on CA inhibiton.

Key Words: carbonic anhydrase inhibition, food additives, tea, phenolic compound,
HPLC-DAD.
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1. GENEL BIiLGILER
1.1. Giris

Enzimler dogal olarak canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli
metabolizmasindaki reaksiyonlar1 hizlandiran ¢ogunlugu protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Bazi bilesikler tarafindan enzimlerin aktivitelerinin azaltilmasi hatta
durdurulmast olayina “inhibisyon” ve buna sebep olan bilesiklere de “inhibitor” denir.
Inhibitérler genellikle kiigiik molar kiitleye sahip bilesikler veya iyonlardir. Biyolojik
sistemlerde enzimatik aktivitenin inhibe edilmesi basli basina bir kontrol mekanizmasi
olup birgok ilag ve zehirli bilesik de etkisini bu yolla gostermektedir (Keha ve Kiifrevioglu,
2012).

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz, E. C. 4. 2. 1. 1) eritrositleri de igine
alan pek cok hiicre tipinde pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilen ve aktif
bolgesinde ¢inko (Zn*?) iyonu igeren bir metaloenzimdir (Supuran vd. , 2003). Canlilarda
karbondioksitin bikarbonata ve hidrojen iyonuna doniisiimiinii tersinir olarak katalizler.
Memelilerde farkli doku dagilimi gosteren karbonik anhidrazin 16 farkli (CAI-XIV)
izoenzimi tanimlanmustir (Supuran, 2010). CAI hiicre iginde sitozolde yer alan ve
eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan protein olup ayrica kornea ve kalin
bagirsagin epitelyumunda, lenste, ter bezlerinde ve adipoz dokuda bulunur. CAIl izoenzimi
diger izoenzimlere gore katalitik aktivitesi oldukga yiiksek olup 6zellikle goz lensi, kornea
ve silyer epitelyumda yaygin olarak bulunmaktadir. Go6z retinasinda bulunan CAII
izoenzimi goz igi basinct olusumunun baslica sorumlusudur ve glokom hastaliginda yiiksek
g0z i¢1 basincinmi diisiirmenin en etkili yolu CAII aktivitesini inhibe etmektir (Renzi vd.,
2000).

Karbonik anhidraz enzimi aktivitesinin bir¢ok kimyasal madde ve ilaglar tarafindan
inhibisyon ve aktivasyon etkileri bilim adamlar: tarafindan arastirilmis ve literatiirde rapor
edilmistir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Beydemir ve Giilgin, 2004). Bu enzim bir¢ok
dokuda ilaglar i¢in hedef molekiil olarak kabul edilmektedir. Bu amacla basta asetazolamid
olmak tizere heteroaromatik siilfonamidler karbonik anhidraz enziminin en giiclii organik
inhibitorleri olarak uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Bu inhibitorler, basta glokom

tedavisinde ilag, anti-kanser, antitiimor, anti-obezite, epilepsi ve ndrolojik rahatsizliklarda



ilag, agr1 kesici, pozitron emisyon tomografisi ve manyetik rezonans goriintiilenmesinde,
diagnostikte his materyali, antiiilser, diuretik ilaglarin gelistirilmesinde yol gosterici olarak
halen kullanilmaktadir (Biilbiil vd, 2003). Bu yiizden son yillarda CA enziminin inhibisyon
mekanizmasinin bilinmesi ve yeni inhibitor bilesiklerin kesfedilmesi arastirmacilar icin
¢ok biiyiik 6nem kazanmistir (Supuran, 2008). Belirlenecek olan dogal ya da sentetik olan
yeni CA inhibitorleri ilag potansiyeli olan bilesenlerin kesfinde 6nemli olacaktir.

Modern gida teknolojisinde islenmis gidalarin iiretiminin artmasiyla birlikte gida
katki maddelerinin kullanimi da hiz kazanmistir. Gida katki maddeleri; yiyeceklerin
hazirlanmasi1 sirasinda besinlerin bozulmasini onlemek, tadini, yapisini ya da besin
degerini artirmak, renk, goriiniis, lezzet gibi duyusal o6zelliklerini diizeltmek amaciyla
besinlere eklenen maddelerdir. Gida katki maddelerinin insandaki enzimler {lizerine etkileri
ile ilgili ¢alismalar kismen mevcut olup, karbonik anhidraz (CA) ile ilgili calismalar
literatiirde ¢ok fazla yer almamaktadir (Esmaeili vd., 2016; Sonmez vd., 2014). CA tiim
viicutta yaygin olarak bulunan ve fizyolojik oneme sahip bir enzimdir. Bu enzimin
inhibisyonunda ve aktivasyonunda meydana gelen degisiklikler hem hiicreleri hem de
organizmay1 etkilemektedir.

Camellia sinensis L. bitkisinin yaprak ve tomurcuklarindan elde edilen ¢ay diinyada
sudan sonra en ¢ok tiiketilen igecektir. Cay katesinleri ve onlarin tiirevlerini igeren zengin
polifenol kaynagi sayesinde ¢ay alimi ile kanser goriilme sikligi, obezite, tip 2 diyabet
riski, kardiyovaskiiler hastalik arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir
(Vinson vd., 2004; Stodt ve Engelhardt, 2013). Bu nedenle ¢aylar antienflamatuar,
antioksidan, antikarsinojenik ve antimutagenik etkilere sahiptir.

Bu ¢alismada amac, gida katki maddelerinin ve siyah, beyaz ve yesil ¢aymn yaninda
diger bitkisel caylardan elde edilen ekstraktlarin satin alinan ve afinite kolon
kromatografisi ile saflagtirllmis olan sigir karbonik anhidraz enzimi (BCA) ve insan
karbonik anhidraz izoenzimleri (hCAI ve hCAII) iizerine etkilerini incelemektir. Oziitlerde
toplam CA inhibisyonunu 6l¢gmenin yani sira numunelerdeki bilesenlerin bu inhibisyondan
ne derece sorumlu olduklarini belirlemek amaciyla % CA inhibisyon c¢aligmasi yapilmistir.
Bitki fenoliklerinin ve gida katki maddelerinin % CA inhibisyon ve ICso degerleri
belirlenmistir. Tim nunumelerde karbonik anhidraz aktivitesi, esteraz aktivitesi
uygulanarak belirlenmistir.

Boylece inhibitor olarak belirlenen dogal bilesiklerin bagta glokom olmak iizere pek

cok hastaligin tedavisinde kullanilacak ilaglarin tasarimi ve farmokolojik uygulamalar i¢in



onemli bir katki saglayacagini diisiinmekteyiz. Ayni zamanda c¢alismada elde edilen
bulgular CA’y1 ileri derecede inhibe eden bilesenleri iceren gidalarin tiiketilmesinde ortaya
cikabilecek fayda ve zararlarin CA inhibisyonu iizerinden de degerlendirilmesini
saglayacaktir.

Dogal, toksik yan etkisi diisiik ya da olmayan, biyouyumlu ve suda ¢oziinebilen CA
inhibitorlerinin kesfedilmesi ¢esitli hastaliklarda kullanilan ilag etken maddesi i¢in énemli

bulgular ortaya ¢ikaracaktir.

1.2. Enzimler

Enzimler, biiylik bir boliimii protein yapisinda olan ve canli organizmalardaki biitlin
kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyomakromolekiillerdir. Enzimler sayesinde
biyokimyasal reaksiyonlar saniyenin binde biri kadar siire i¢inde, hi¢bir yan iiriin
olusmadan % 100’liik bir Giriin verimi ile gergeklesir. Bir grup katalitik RNA molekiilleri
(ribozimler) hari¢ biitlin enzimler protein yapisindadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).
Turnover sayisi (enzimlerin katalizleme giigleri), birim zamanda bir mol enzim tarafindan
iriine doniistiiriilen substratin mol sayisina esittir. Karbonik anhidraz (CA), enzimler
arasinda en yiiksek turnover sayisina sahip olanidir (600.000 s). Yani bir karbonik
anhidraz molekiilii tarafindan reaksiyonu 1/600.000 saniyede, yani 1.7 mikrosaniyede
gerceklestirilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Diger proteinler gibi enzimler de yaklasik olarak 12.000°den 1 milyona kadar
degisen molekiil kiitlesine sahiptirler. Baz1 enzimler amino asit kalintilar1 disinda aktivite
icin kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazlar. Digerleri kofaktdr olarak adlandirilan Fe'?,
Mg*?, Mn*? veya Se gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak
adlandirilan kompleks organik veya metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar. Bazi
enzimler aktivite gosterebilmeleri i¢in hem koenzime hem de bir veya daha fazla metal
iyonuna ihtiyac1 vardir. Bir koenzim veya metal iyonu protein yapisina ¢ok siki hatta
kovalent olarak baglaniyorsa buna prostetik grup denir. Metal iyonlar1 veya koenzimiyle
birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandirilirken bu gibi
enzimlerin sadece protein kismi apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilmaktadir.
Koenzimler, tiamin pirofosfat; aldehitler, koenzim A; acil gruplar1 gibi 6zgiil islevsel

gruplarin gecici tastyicisi olarak gorev yaparlar. Koenzimler ¢ogunlukla diyet ile diisiik



miktarlarda alinan organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson ve Cox,
2005).

Enzimler, uluslararast enzim komisyonu tarafindan, katalizledikleri reaksiyon
tipleri ve reaksiyon mekanizmalarina gore alt1 ana sinifa ayrilip alt gruplarla fonksiyonlari
tam olarak tanimlanir. Her enzim bir sistematik kod numarasina sahiptir. Bu numara E.C.
(Enzyme Comission) harflerinden sonra ardi ardina gelen dort rakamdan olusur. Birinci
rakam, bu enzimin hangi smifa ait oldugunu belirtir ikinci ve ti¢iincii rakamlar genellikle
substrat(lar) iizerinde ne tiirden degisimlere sebep oldugunu veya hangi tiirden bir substrati
kullandigini ifade eder. Dordiincii rakam, enzimin bu listeye ilave edilme sirasini gosterir
ki bu rakam bu siniftan yeni enzimler tanimlandik¢a artmaktadir. Alt1 temel sinifin her biri,
ayni reaksiyon Ozgiilliigline sahip enzimleri igerir. Oksidorediiktazlar (1. sinif), redoks
(elektron transferi) tepkimelerini Kkatalizleyen enzimlerdir. Transferazlar (2. sinif), iki
substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini gergeklestiren enzimlerdir.
Hidrolazlar (3. sinif), su katilmasi ile baglarin pargalandigi hidroliz reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir. Liyazlar (4. smif), oksidasyon veya hidrolizden farkli bir
mekanizma ile substratlardan bazi gruplarin uzaklastirilip ¢ift baglarin olusturuldugu
tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir. Izomerazlar (5. siif), molekiil icindeki yer
degisikliklerini katalizleyen enzimlerdir. Ligazlar (6. sinif), enerjice zengin bir bagin
kopmasi sonucu aciga cikan enerjyi kullanarak iki molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir.

Her hiicre tipi binlerce degisik protein icermektedir ve her organizma kendisine
Ozgii proteinlere sahiptir. Buna ek olarak herbir protein biyolojik aktivitesini ancak belirli
pH ve sicaklik smirlarinda gosterebilirler. Bu yilizden bir proteinin saf halde bir hiicreden
ya da dokudan izolasyonu (saflastirilmasi) olduk¢a gii¢ bir istir. Bu giigliiklere ragmen
simdiye kadar birgok protein saf olarak elde edilmistir. Bugiin yaklasik 2000 kadar enzim
literatiirde tanimlanmug, hatta bircogu saf olarak elde edilip kinetik agidan incelenmis ve
200°den fazlast da kristallendirilmistir. Ayrica higbir enzimatik aktivite gostermeyen
yiizlerce protein ¢esitli kaynaklardan yiliksek saflik derecesinde izole edilmistir. Ancak
yapilan genetik caligmalar tesbit edilmemis bir¢ok enzim varligin1 gostermektedir.
Proteinler ii¢ boyutlu yapilari, sicaklik, pH, ylizey gerilimi gibi bir¢ok faktdrden hizli bir
sekilde etkilenerek kisa siirede enzim aktivitelerini kaybedebilmektedirler. Bu nedenle
enzim izolasyonu deneyleri oldukca dikkat gerektiren galigmalardir. Saflastirma islemleri

genelde enzimlerin; molekiil biiytikliikleri, ¢oziiniirliik farkliliklari, elektriksel yiikleri,



adsorbsiyon davranislarindaki farkliliklart ve diger molekiillere karsi biyolojik afiniteleri
esasina gore gerceklestirilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Afinite kromatografisi, spesifik ligand esasina dayanan ilgili bir proteini
saflagtirmak icin kullanilan yontemlerden biridir. Baz1 proteinler afinite kromatografisiyle
cok kere bir basamakta cok kompleks karisimlardan izole edilebilirler. Bir ¢esit
adsorpsiyon kromatografisi olan afinite kromatografisi ile saflastiriimak istenen hedef
biyomolekiiliin, kolon maddesi (matriks) {izerine kovalent olarak immobilize edilmis ve
hedef molekiilii tamamlayict baglanma uglar1 igeren ligandina spesifik ve tersinir
baglandig1 bir tekniktir (Sekil 1). Matriks olarak Sephadex, Biogel, Sepharose gibi farkli
jeller kullanilabilir. Saflastirilacak madde i¢in matrikse baglanan ligandin spesifik ve
tersinir baglanma afinitesi olmalidir. Enzim inhibitorleri gibi kiiciik ligandlarin dogrudan
matrikse baglanmasi ile hazirlanan adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler
arasindaki sterik engellemelerden dolay1 kiigiik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu gibi
durumlarda ¢6ziim, etkili baglanmay1 kolaylagtirmak i¢in uygun uzanti kollarin1 matriksle

ligand arasina sokmaktir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).
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Sekil 1. Afinite kromatografisinin sematik gosterimi

1.3. Enzim Inhibisyonu

Proteinlerin 6nemli bir sinifin1 olusturan enzimler peptit zincirleri halinde temel

yap1 elemanlar1 aminoasitlerden olusur ve kendilerine 6zel ii¢ boyutlu yapilara sahiptir. Bu



yapilar1 lizerinde substrat denilen molekiilleri baglayabilen ve katalitik etki gdsterebilen
bolgeleri vardir. Enzimler katalitik islemleri, substratlari uygun bir oryantasyonda bir araya
getirip boylece birbirleri ile reaksiyon verme sanslarini artirarak gergeklestirir.

Hiicrelerde bulunan enzimlerin aktiviteleri daha etkin ¢alisabilmeleri i¢in ¢ok cesitli
yollarla ayarlanabilir. Substratlar disinda bir¢gok sayida madde, enzime substratin
baglanmasin1 etkileyecek bir yolla baglanarak enzim aktivitesini degistirebilir. Bu
baglanmanin sonucu olarak enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitesi oldukga
yavaslar ya da tamamen durursa bu tiirden maddelere inhibitér adi verilir. Enzim
aktivitesinin inhibitdrlerin etkisiyle azalmasina da inhibisyon denir. Inhibitérler genellikle
kiiclik molar kiitleye sahip bilesikler veya iyonlardir. Bazi enzim inhibitdrleri hiicre i¢inde
mevecut olup bu molekiillerin fonksiyonu enzim aktivitesini diizenlemek ya da
ayarlamaktir. Diger bircok madde ise organizmaya yabanci olup bu inhibitdrler ya sentetik
ilaglar ya da toksiteye sahip maddeler seklinde bilinir. Biyolojik sistemlerde enzimatik
aktivitenin inhibe edilmesi basli basina bir kontrol mekanizmasi olup birgok ilag ve zehirli
bilesik de etkisini bu yolla gostermektedir. Ayni zamanda inhibisyon olayimndan, enzim etki
mekanizmalarinin incelenmesinde de faydalanilir.

Enzimlerin inhibisyonu, doniisiimsiiz ve doniistimlii olmak iizere baslica iki sekilde
gerceklesebilir. Bu etkileri gosteren inhibitorler ya donilisiimsiliz inhibitér ya da doniistimlii
inhibitor olarak adlandirilir ve bu etkilesimler sonucunda enzim aktivitesi ya kalict ya da
gegici olarak engellenmis olur.

Dontisiimsiiz inhibisyonda, inhibitor enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
ayrisabilen bir kompleks olusturur. Enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz
olan Vmaks azalir, enzimin substrata ilgisini gosteren sabit olan Km degismeden kalir. Sinir
uyarilarinin iletilmesinde 6nemli bir role sahip olan asetil kolin esteraz enziminin sinir gazi
zehirleri tarafindan inhibisyonu ugramasi buna bir drnektir.

Doénitistimlii inhibisyonda enzim ile inhibitér arasinda bir denge reaksiyonu soz
konusudur. Bu inhibisyon ii¢ grupta incelenir. Bunlar: yarismali (kompetitif) inhibisyon,
yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon ve yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur.

Yarigmali inhibisyon, doniisiimlii inhibisyonun en basit tipidir. Yarigmali inhibitor
yapisal olarak substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanarak substratin enzime
baglanmasin1 engellemis olur. Bu inhibisyon etkisi, substrat konsantrasyonunu artirmakla

ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin Vmaks degeri degismezken, Km degeri artar.



Yarismasiz inhibisyonda ise inhibitor ve substrat enzim molekiiliine ayni anda
baglanabilir. Bu, baglanmanin enzimin ayn1 bolgesine olmadigini gosterir. Yarismasiz bir
inhibitor etkisini, enzimin katalitik aktivitesi denilen turnover sayisimi diisiirerek gosterir.
Burada substrat ve inhibitdr arasinda yarisma olayr gerceklesmez. Ayrica substrat
konsantrasyonu artirilmakla inhibisyonda ortadan kaldirilamaz. Enzimin Vmas degeri
azalirken, Km sabit kalir. Substrat ve inhibitér tamamen farkli bdlgelere baglandigi igin
enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi olusur.

Bir bagka doniisiimlii inhibisyon ¢esidi olan yar1 yarismali inhibisyonda, inhibitor
serbest enzime degil, sadece enzim-Substrat (ES) kompleksine baglanir. Enzim-substrat-
inhibitdér (ESI) kompleksi ortamda stirekli varolacagindan yari yarigmali inhibitoriin
varliginda Vmaks azalir. ESI kompleksinin olusumu ile S kompleksi ortamdan siirekli
cekileceginden enzim ve substrattan ES kompleksi uzaklastigi icin Km kiigiiliir. Yar
yarismali inhibisyon bir substratli reaksiyonlarda ender goriiliir, buna karsilik iki substrath
reaksiyonlarda yaygindir.

Lineer karisik tip inhibisyon, yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 6zel bir
c¢esidi olup doniisiimlii inhibisyon sinifina girer. Bu tiir inhibisyonda enzim (E), substrat
(S) ve inhibitoriin (I) baglanma denge sabitleri farklilagsmaktadir.

Bir multienzim sisteminin kinetigi tek bir enziminkinden daha karmasik olup, net
reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kabiliyetine sahiptir. Bu sistemlerin genelinde seri
reaksiyonlarin son {riinii belirli bir konsantrasyona eristigi zaman metabolik yolun ilk
enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere “allosterik
enzimler” denir ve feed—back inhibisyonu bir ¢esit allosterik inhibisyondur. Birden fazla
polipeptit zinciri igeren allosterik enzimlerde, inhibitorlerin enzime baglanmasi ile farkl
alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesimlerle allosterik inhibisyon olay1
meydana gelir. Allosterik enzimlere baglanarak onlarin aktivitelerini etkileyen bilesiklere
“modiilator” denir. Bu molekiiller substratin baglandig: aktif bolge yerine farkli bir yere
baglanirlar.

Homotropik, heterotropik ve homotropik-heterotropik olmak tizere ii¢ tip allosterik
enzim tespit edilmistir. Homotropik allosterik enzimlerde substrat, konsantrasyonuna gore
bizzat katalitik aktiviteyi artiric1 olarak etki yapar. Heterotropik allosterik enzimlerde ise,
enzim substrattan baska bilesikler tarafindan etkilenmektedir. Baz1 allosterik enzimler de

homotropik-heterotropik karakterde olup, modiilatorlerden birisi o enzimin substrati,



digerleri bagka bilesiklerdir. Allosterik enzimlerin kinetigi, Michaelis-Menten enzim
kinetiginden daha farklidir.

Inhibisyon cesidinin ve ilgili Ki sabitinin belirlenmesi i¢in en yaygin kullanilan
yontem Lineweaver-Burk grafikleridir. Bu yontemde 1/V ye karsi 1/[S] grafigi sabit
inhibitdr ve bes farkli substrat konsantrasyonda cizilerek Ki sabitleri hesaplanir. Kesim

noktalarindan degerlendirmeler yapilir (Lehninger, 2005).

1.4. Karbonik Anhidraz (CA)

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz E. C. 4. 2. 1. 1) eritrositleri de i¢ine
alan pek cok hiicre tipinde pH diizenleyici enzim olarak karakterize edilen ve aktif
bolgesinde ¢inko (Zn*?) iyonu iceren bir metaloenzimdir. Canlilarda karbondioksitin
hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak katalizleyen

onemli bir enzimdir (Supuran ve Scozzafava, 2001).

CA

CO, + H,0 HCO; + HTY

(1.1)

CA ilk olarak memeli eritrositlerinden izole edilmistir. Daha sonraki yillarda enzim,
insan eritrositleri, balik eritrositleri, sigan eritrositleri, sican salviasi, sigir kemigi, sigir
lokositleri, ¢esitli bakteriler ve bitki kaynaklarindan saflastirilmis ve birgok kaynaktan da
karakterize edilmistir. Enzimin memelilerdeki molekiil kiitlesi 30 kDa civarinda oldugu
tespit edilmistir (Feldstein ve Silverman, 1984; Krungkrai vd., 2001; Beydemir vd., 2002;
Beydemir ve Giilgin, 2004).

Insanlarda CA’lar farkli dokularda bulunurlar. Ornegin: gastrointestinal, iireme ve
sinir sistemlerinde, bobrekler, cigerler, deri ve gozde (Supuran, 2004). Basta asit-baz
dengesi olmak iizere birgcok metabolik olayda dnemli bir role sahip CA’lar ayrica organlar
ile akciger arasindaki COq/bikarbonatin respirasyonu ve transportu ile ilgili kritik
fizyolojik olaylarda, biyosentetik reaksiyonlarda (lipogenez, glukoneogenez ve iire
sentezi), pH ve CO2 homeostazinda, elektrolit sekresyonunda, kemik resorpsiyonu,
kalsifikasyon, tiimor olusumu gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda gorev alir (Supuran
ve Scozzafava, 2000).



1.4.1. CA Simiflar1 ve Organizmalardaki Dagilimi

Bu zamana kadar tanimlanmus tiim CA’lar «, f3, y, 6, {, n CA olarak alt1 farkli sinifa
ayrilmistir. Bu smiflandirma yapilirken proteinin ii¢ boyutlu yapisi, amino asit dizilisi,
aktif bolgenin yapisi ve katalitik 6zellikleri esas alinmigtir (Supuran, 2016; Liljas ve
Laurberg, 2000; Hewett-Emmett ve Tashian, 1996).
a-Smifi CA: a-Sinifi CA’larn  prokaryotlarda dagilimi oldukga kisitli olup memelilerde
bulunurlar (Smith ve Ferry, 2000). a-Sinifi CA’lar ayrica gelismis bitkiler, baz1 bakteri ve
siyano bakteriler, bazi mantar tiirlerinde ve tek hiicreli canlilarda bulunurlar (Elleuche ve
Poggeler, 2010; Supuran, 2016).

[-Sinifi CA: p-Sinifti CA’lar, gelismis bitkilerde bulunan bitki enzimleridir (Hewett-
Emmett ve Tashian, 1996). Bu sinif CA’lar, kuaterner yapilari bakimindan ¢ok cesitlidir
(Rowlett, 2014). p-sinifi CA’lar bakteriler, Okaryotlar ve arkealarda bulunmaktadir.
Mikroalgler, bakteriler, siyanobakteriler, arkealar, mantarlar, Cs ve Cs bitkileri dahil ¢ogu
organizmalar bu sinif enzime sahiptirler (Rowlett, 2014).

y-Smifi CA: yp-sinifi CA’lar “’Cam’’ olarak adlandirilir ve anaerobik arkea olan
Methanosarcina thermophila’dan izole edilmistir. Cam’mn amino asit dizilimi, CA’larin
bilinen f-sinifi ve a-smifi enzimleri ile herhangi bir benzerlik géstermemistir (Alber ve
Ferry, 1994).

o-Sinifi CA: J-sinifi CA marina diatomu olan Thalassiosira weissflogii canlisindan izole
edilmistir (Roberts vd., 1997) ve TWCAI olarak adlandirilir. Aktif bolgesinin yapist a- ve
y-CA’larinkine benzer (Cox vd., 2000) fakat, TWCA1’in amino asit diziliminin, bilinen ii¢
CA simnifi ile onemli bir benzerligi olmadig i¢in bu sinif J-sinift CA olarak adlandirilmigtir
(Tripp vd., 2001).

-Smift CA: -sinifi CA’lar Kadmiyum CA’lar olarak da bilinmektedir. Marina diatomu
olan T. Weissflogii’den izole edilmistir (Lane ve Morel, 2000). CDCA’nin bilinen diger
CA smiflarmin proteinleri ile énemli bir benzerligi olmadigr i¢in {-simifi CA olarak
adlandirilmigtir (Park vd., 2007).

n-Smifi CA: Bu simif CA’lar sadece Plasmodium cinsi enzimler tarafindan temsil
edilmektedir. #- CA’larin higbiri kristalize edilememistir. Bu yiizden, bu proteinlerin yapisi
hakkinda kesin veriler heniliz mevcut degildir. #-CA’lar yaklasik 30 kDa’lik polipeptidler
tarafindan temsil edilmektedir (Del Prete vd., 2014; Supuran, 2016).
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1.4.2. Memelilerdeki CA izoenzimleri

Bir canli organizmada ayni reaksiyonu katalizleyen ve farkli kimyasal yapiya sahip
olan enzimlere izoenzim (izozim) denir. Izoenzimler substratlarina, kofaktorlerine ve
inhibitorlerine karsi farkli ilgilere sahiptir. Izoenzimlerin baslica &zellikleri arasinda
aminoasit say1 ve sirasinin farkli olmasi, her bir alt iinitenin ayr1 geninin olmasi, izoelektrik
pH degerinin farkli olmasi ve elektroforetik hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir.
izoenzimler farkli dokularda lokalize olmasmin yaninda ayrica bir hiicrenin farkli
kisimlarinda da bulunabilirler (Devlin, 2002). Karbonik anhidrazin simdiye kadar 6nemli
fizyolojik rol oynayan 16 tane izoenziminin oldugu tespit edilmistir. Bu izoenzimler,
bircok klinik uygulamalarda inhibitorlerinin tasarimi ig¢in Onemli hedeflerdir. Aym
zamanda bunlarin katalitik etkinlik ve inhibitér baglama 6zelliklerinde bazi1 6nemli farklar
bulunmaktadir.

Bunlardan CA I, CA 1l, CA 11, CA VII ve CA XIllI sitozolik, CA IV, CA IX, CA
XII ve CA XIV) membrana bagli, CA VA, CA VB mitokondriyaldir. CA VI tiikriikte
salgilanir. Ayrica ii¢ tane katalitik olmayan formu mevcuttur bunlara CA alakali protein
denir (CARPs): CARP-VIII, CARP-X ve CARP-XI (Supuran, 2004). Son zamanlarda
belirlenmis olan CA-XV insanlarda ve diger primatlarda eksprese olmazken, rodent ve
yiiksek omurgalilarda olur (Hilvo vd., 2005). CA XV’in katalitik aktivitesinin diisiik
oldugu ve CA-IV ile benzer 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. CA VIII, CA IX ve CA
XII izoenzimlerinin ise tiimdrojen oldugu belirlenmistir (Nishimoiri, 2004; Hilvo vd.,
2005).

CA enziminin fizyolojik fonksiyonlari, genel olarak insanda bulunan CA
izoenzimlerinin incelenmesi sonucu ortaya ¢ikarilmistir.

hCAI izoenzimi insan eritrosit hiicrelerinde bulunmus olup insan kanindan izole
edildiginde miktar1 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmustir. Eritrositlerde hem hCAlI
izoenzimi hemde hCA-II izoenzimi bulunmaktadir. Bu izoenzimlerin en 6nemli islevi doku
kilcal damarlarindan metabolizma iriinii olan karbondioksiti bikarbonata, akciger
pulmoner kapilerde ise bikarbonatin karbondioksite doniismesi reaksiyonunu
gergeklestirerek solunum olayinda yer almasidir. hCAI izoenziminin turnover sayisi 2,5 x
10° 5! *dir. Bu izoenzimin fizyolojik fonksiyonu hCAII kadar agik degildir. hCAI eksikligi
sendromu belirlenmis fakat herhangi bir klinik semptomla ilgisi bulunamamistir (Ren ve

Lindskog, 1992; Sly ve Hu, 1995; Supuran ve Scozzafava, 2001).



11

CA’nim en ¢ok calisilan formu hCAII izoenzimi olup insan eritrosit hiicrelerinden
saflastirilan hCAIIl izoenzimin miktar1 2 mg/g hemoglobin Ve turnover sayis1 25 "C’de 10°
st olarak bulunmustur.

hCAIl ve hCAIV izoenzimleri goz lensi, kornea ve silyer epitelyumda bol miktarda
bulunmaktadir. Glokom hastalig1 tedavisi igin yapilan arastirmalar sonucunda hCAII
izoenziminin 6nemi ortaya ¢ikarilmistir (Renzi vd., 2000). Bobrek korteksinde membrana
yapisik halde lokalize olan hCAIl izoenzimi ile Na" ve H2O’nun geri emilimi
saglanmaktadir. Ayrica hCAIl izoenzimi ile ilgili olarak CAIl eksikligi sendromu
belirlenmis olup bu durumun kemiklerin kireglenmesi, bobrek tasi olusumu ve beyinde
kire¢lenme ile ilgili oldugu tespit edilmistir. Béylece hCAll izoenziminin beyin, bobrek ve

kemik dokulari igin ne derece 6nemli oldugunu ortaya koymustur (Maren vd., 1997).

1.4.3. CA’nin Katalizledigi Reaksiyonlar

Karbonik anhidrazin karbondioksitin bikarbonata tersinir hidrasyonunun yanisira,
siyanatin karbamik asite veya siyanamidin iireye hidrasyonu, aldehidin geminal diole
hidrasyonu, karboksilik ve sulfonik esterlerin hidrolizleri ve diger mekanizmalara gore
daha az aragtirllmis hidrolitik reaksiyonlarida (Tablo 1) katalizledigi bilinmektedir
(Supuran ve Scozzafava, 2007). CA enziminin hidrataz aktivitesinin digsinda aldehit,
piruvat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu ve piruvik, siilfonik ve fosforik esterlerinin
hidrolizi gibi reaksiyonlarii da katalizledigi bilinmektedir. Karbonik anhidrazin esteraz
aktivitesini ortaya koyan bu 6zelligi ile organizmada fizyolojik dneme sahip olup olmadigi

acik degildir (Kaiser ve Lo, 1969; Jabusch ve Deutsch, 1989).
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Tablo 1. Karbonik anhidraz enziminin katalizledigi reaksiyon tiirleri

0=C=0 + HO =«——> HCOj + H' (1.1)
O=C=NH +H,0 <«—> H,NCOOH (1.2)
HN=C=NH + H,0 <«—> H,NCONH, (1.3)
RCHO + H,0 -=——> RCH(OH), (1.4)
RCOOAr + H,0 <—> RCOOH +ArOH (1.5)
RSOsAr + H,0O <«—» RSO3H + ArOH (1.6)
Ark + HyO <«—> HF + ArOH (Ar: 2,4-dinitrofenil) (L.7)
PhCH,OCOCI + H,O <— PbCH,OH +CO, + HCI (1.8)
RSO,Cl + H,O <—> RSO3H + HCI (R: Me; Ph) (1.9)

1.4.4. CA’larin Aktif Bolgesi ve Katalitik Mekanizmasi

CA enziminin aktif bolgesindeki Zn?* iyonu, enzimin kataliz reaksiyonlar: igin
biliylik 6neme sahiptir. X-ray kristalografik verilere goére, metal iyonunun {i¢ histidin
rezidiisii (His-94, His-96, His-119) ve bir H2O molekiilii veya —OH iyonu tarafindan
koordine edilen, aktif bolgedeki 15 A° derinligindeki bir yarigin tabaninda oldugu
goriilmektedir. Cinko baglh su sirayla Glu-106’nin karboksilat grubuna koprii olan Thr-
199’un hidroksil grubu ile hidrojen bag: etkilesimleri ile tutunmaktadir. Bu etkilesimler
¢inko bagl su molekiiliiniin niikleofilikligini gelistirmekte ve molekiilii niikleofilik saldiri
igin elverigli bir konumdaki substrata (CO2) yonlendirmektedir (Supuran ve Scozzafava,
2001). Zn?* iyonuna hidroksit grubunun baglanmasi ile enzimin aktif bir formu olusur
(Sekil 2.A). Bu giiclii niikleofil onun yakinindaki (zor substrat baglama bolgesi, insan
izozim CA 1II halinde kalintis1 Val 121, Val 143 ve Leu 198 ihtiva eder) bir hidrofobik cebe
bagli CO, molekiiliine saldirir (Sekil 2.B) ve Zn?" iyonuna baglanmis bikarbonat iyonunun
olusmasini saglar (Sekil 2.C). Daha sonra bikarbonat iyonu bir su molekiilii ile yer
degistirir ve ¢ozelti icine geger. Boylece Zn?* iyonuna bagl su molekiilii (katalitik olarak
inaktif) olusur (Sekil 2.D) ve enzimin asit formuna doniismesini saglar (Stams vd., 1998;

Supuran ve Scozzafava, 2001).



13

\C \
OH OH S
+CO, o
— |
Zn” Zn
N Hi P
His,, His,,, 155, His,,,
HIS“ Hisqe
A B
-BH'||B
| I
+
OH +H,0
2 2 H\O/C\
| ——— 0
Zn~ His,, /
Hism/ | ™~ . -HCO - \Znﬂ
H'sns 3 / \
His95 Hisse HiS”g
D C

Sekil 2. CA enziminin COz-hidratasyon reaksiyonu kataliz
mekanizmasinin sematik gosterimi

1.4.5. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz enziminin kataliz mekanizmasinin aydinlatilmasi, dokulara
dagilimi ve bu dokulardaki hayati fonksiyonlarinin anlagilmasi ile bu enzimin
inhibitorlerinin ve aktivatorlerinin bulunmasi ¢alismalar1 pek ¢ok arastirmacinin ilgisini
cekmektedir. Ornegin, goz retinasinda bulunan CAII goz i¢i basinci olusumunun baslica
sorumlusudur ve glokom hastaliginda yiiksek g6z i¢i basincimi diisiirmenin en etkili yolu
CAlI aktivitesini bloke etmektir.

Bu amagla basta asetazolamid olmak tizere -SO2NH> (siilfonamid) fonksiyonel
grubuna sahip heteroaromatik siilfonamidler karbonik anhidraz enziminin en giiclii organik
inhibitorleri olup, uzun yillardan beri klinikte kullanilmaktadir (Supuran, 2008; Supuran,
2012; Alterio vd., 2012; Fabrizi vd., 2012; Carta vd., 2012). Siilfamatlar ve stilfamidler,
enzimin aktif bdolgesindeki metal iyonuna baglanirlar ve CATl’lerinin ana smifini
olustururlar. Bu smif inhibitérler anti-epileptik, anti-glokom, anti-kanser, anti-obezite ve
ditiretik ajanlar olarak uzun zamandir klinikte kullanilmaktadir (Supuran, 2008; Supuran,
2011; Alterio vd., 2012;; Supuran, 2012). ilag piyasasinda son yillarda birgok siilfonamid
kokenli ilag grubu gelistirilmistir (Supuran ve Scozzafava, 2000). Morfin (Coban vd.,
2007), melatonin (Beydemir ve Giilgin, 2004), kafeik asit fenetil ester (Goger ve Giilgin,
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2013), vitamin E (ArasHisar vd., 2004), bir seri fenolik asitler (Oztiirk- Sarikaya vd.,
2010), bir dizi antioksidan fenoller (Sentiirk vd., 2009), bir grup dogal iiriin polifenolleri ve
fenolik asitler (Innocenti vd., 2010), antioksidan polifenol dogal triinler (Innocenti vd.
2010), (3,4-dihidroksifenil) (2,3,4-trihidroksifenil) metanon ve tiirevleri (Nar vd., 2013),
dogal ve sentetik bromofenoller (Akbaba vd., 2013; Balaydin vd. 2012), yeni fenolik
stilfonamidler (Akimncioglu vd., 2013), yeni fenolik benzilamin tiirevleri (Cetinkaya vd.,
2013), dopamin ile iliskili bilesiklerin siilfonamid analoglar1 (Aksu vd., 2013) gibi birgok
fenolik bilesiklerin CA izoenzimleri {iizerindeki inhibisyon etkileri arastirilmis ve
bildirilmistir. Bu ¢alismalar CA enzim inhibitorlerinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Birgok ilacin tedavi degerini olusturan ilag etken maddeleri genellikle bitkisel
kaynakli organik bilesiklerdir. Cagimizin Oldiriicii hastaligi olan kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilan klasik tibbi ilaglarla tam olarak tibben kalic1 ve iyilestirici bir sonug
alinamamaktadir. Tibbi bitkilere ragbetin hizla artmasinin nedeni bu bitkilerden elde edilen
ilag etken maddelerinin, sentetik yolla elde edilen etken maddelere gore daha spesifik
etkiye sahip olmalar1 ve yan etkilerinin daha az olmasi veya bulunmamasidir. Ayni
zamanda dogal ve gilivenli gida kaynaklarna 6zellikle de bitki orjinli olanlarni teshis
etmeye ihtiya¢ duyuldugundan son yillarda biyoaktif gida bilesenleri arastirmalarina olan

ilgi gittik¢e artmistir.

1.4.6. Karbonik Anhidraz Aktivatorleri

CA inhibitorleri ile ilgili literatiirde ¢ok fazla ¢alisma bulunmasina ragmen, CA
aktivatorleri (CAA) ile ilgili yapilan ¢alismalar az sayidadir. Bununla birlikte, son yillarda
yapilan caligmalarla birlikte X-1sm1 kristalografisi, elektronik spektroskopi ve Kkinetik
Olcimler yardimiyla, aktivatorlerin, CA aktif boslugu iginde, inhibitdér veya substrat
baglanma bolgelerinden farkli bir yerde baglandigi gosterilmistir (Briganti vd., 1997;
Temperini vd., 2006; Supuran, 2008; Alterio vd., 2012). Histamin, serotonin,
katekolaminler gibi biyojenik aminler, amino asitler, oligopeptidler veya kiiciik proteinler
gibi ¢ogu bilesik, insan CA izoenzimlerinin bir¢ogu i¢in etkin CA aktivatorleridir
(Briganti vd., 1997; Parkkila vd., 2006; Temperini vd., 2006; Supuran ve Scozzafava,
1999).
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1.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, aromatik halkaya bir ya da daha fazla -OH grubunun baglh
oldugu yapilardir (Balasundram vd., 2006; Robards ve Antolovich, 1997). Fenol bir -OH
grubu iceren en basit fenolik bilesiktir. Fenolik bilesikler birden fazla hidroksil grubu
icerdiginde polifenoller olarak adlandirilir (Bravo, 1998). Bu zamana kadar bitkilerde
bir¢ok fenolik bilesik tanimlanmistir (Naczk ve Shadidi, 2004). Siirekli olarak tiikettigimiz
meyve, sebze ve tahil iriinlerinde bol miktarda bulunur (Alasalvar vd., 2001). Fenolik
bilesikler fitokimyasallarin da Onemli bir grubunu olustururlar ve yiiksek antioksidan
aktiviteye sahiptirler (Robards vd., 1999; Middleton vd., 2000; Kahkonen vd., 2001).

Fenolik asitleri, flavonoidleri, tanninleri, kumarinleri, ve stilbenleri igeren 8000’in
tizerinde fenolik bilesik bir¢ok farkli dogal iiriinlerden izole edilmistir. Kimyasal yapisina
gore her bir grup, kendi icinde alt gruplara ayrilir (Haminiuk vd., 2012; Manach vd.,
2004,).

1.5.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
(Spacil vd., 2008).

Hidroksibenzoik asitler, Ce-C1 fenilmetan yapisina sahip olup, renksiz bilesiklerdir
(Sekil 3). Benzoik asit tiirevleri bitkisel gidalarda genellikle ¢ok az miktarlarda bulunurlar.
p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, protokatekuik asit, gallik asit, siringik asit en yaygin
hidroksibenzoik asit tiirevleridir (Bravo, 1998; Tomas-Barberan ve Clifford, 2000; Annie

ve Jean-Jacques, 2003).

R1

Benzoik asit tiirevi R1 R2 R3 R4
Benzoik asit COOH H H H
Gallik asit COOH OH OH OH
Protokatekuik asit COOH OH OH H
p-hidroksibenzoik asit COOH H OH H
R4 R2 Vanilik asit COOH OCH; OH H
Siringik asit COOH OCHz OH OCHs

R3

Sekil 3. Benzoik asit tiirevleri
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Hidroksisinamik asitler Cs-C3z fenilpropan yapisina sahip olup -OH grubunun

konumu ve yapisina gore farklilik gosterirler (Sekil 4). Bitkisel gidalarda bol miktarda

bulunurlar. En yaygin olanlar1, klorojenik asit, o-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-

kumarik asit, sinamik asit ve sinapik asittir (Sosulski vd., 1982).

R4 _ _ _
Sinamik asit 5y R2 R3 R4 RS
turevi
R5 R N
Kloro!enlkm H OH OH H
asit
R Ol
Kafeik asit H OH OH H
R1-0 :
p-Kumarik
asit H H OH H
Ferulik asit H OCH; OH H
° o-Kumarik
A H OH H H H
Sinapik asit H H OCH; OH OCHs
Sinamik asit H H H H H

Sekil 4. Sinamik asit tiirevi

1.5.2. Flavonoidler

Flavonoidler, difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapisindadirlar. Gidalarda yaygin olarak

bulunurlar. Flavonoidlerin flavon tiirevlerine flavonoidler,

flavan tiirevlerine

1se

flavanoidler denir. Aromatik halkalar A ve B, heterohalka ise C ile gosterilir (Sekil 5, 6)

(Harborne ve Williams, 2000). Flavonoidler 6 gruba ayrilirlar.

Sekil 5. Flavan yapist



Sekil 6. Flavon yapisi

Flavonoller: Gidalarda yaygin olarak bulunan flavonoller glikozid formunda bulunurlar

(Sekil 7). Kampferol, mirisetin, kuersetin ve izoramnetin baslica 6rnekleridir (Price vd.,

1995).

OH O

Sekil 7. Flavonoller

Flavonoller R1 R2 R3 R4 R5
Rutin 3-O-Rha-glu H OH OH H
Kampferol @) H H H H
Kuersetin OH H OH OH H
Morin OH OH H O H
Izoramnetin O H OCH; OH H

Mirisetin H H OH H OH

Fisetin OH H H OH OH

Flavanoller: Katesinler bu grupta bulunurlar. C3 atomunda bir OH grubu igerdiginden
flavan-3-ol olarak adlandirilir (Sekil 8) (Arts vd., 2000; Lakenbrink vd., 2000).

OH

HO. ‘ fo) O

OH
Sekil 8. Flavanoller

OR2

Flavanoller R1 R2
Katesin H H
Epikatesin H H
EGC OH H
ECG H Gallat
EGCG OH Gallat

Flavonlar: Sebze ve meyvelerde bulunan en belirgin flavonlar apigenin ve luteolindir
(Sekil 9) (King, 1962; Feng vd., 1988; Sartelet vd., 1996).



R3

R1 o

OH 0

Sekil 9. Flavonlar
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Flavonlar R1 R2 R3
Apigenin OH H OH
Luteolin OH OH OH
Krisin OH H H
Asasetin OH H OCHzs

Flavanonlar: Genellikle glikozit formda bulunurlar. Turunggil meyvelerinde bol miktarda

bulunurlar. Naringin, naringenin ve hesperidin en yaygin olan flavanonlardir (Sekil 10)

(Tomas-Barberan vd., 2000).

R3

R1 5

OH 0

Sekil 10. Flavanonlar

Flavanonlar R1 R2 R3
Hesperetin OH OH OCHs
Hesperidin 7-O-Rha-glu OH OCH3
Naringenin OH H OH

Naringin 7-0-Rha-glu H OH
Eriositrin 7-O-Rha-glu OH OH
Eriodiktiol OH OH OH

[zoflavonlar: Soya fasiilyesinde bol miktarda bulunur. Ayrica baklagillerde, baz1 meyve ve

sebzelerde bulunur. Daidzein ve genistein ve en yaygin olan izoflavonlardir (Sekil 11)

(Coward vd., 1998).

R2 o

R3

Sekil 11. Izoflavonlar

izoflavonlar R1 R2 R3
Genistein OH OH OH
Genistin OH 7-O-Glu OCHgs
Daidzein H OH OH
Daidzin H 7-O-Glu OH
Formononetin H OH OCHgs
Ononin H 7-O-Glu OCHgs
Sissotrin OH 7-O-Glu OCHjs
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Antosiyanidinler: Daha ¢ok {iziimsii meyvelerde bulunurlar ve suda ¢6ziinebilen
pigmentler olup kirmizi, mavi ve mor meyve ve sebzelerin renginden sorumludur (Sekil

12) (Clifford, 2000; Es-Safi vd., 2002).

R1
OH
Antosiyanidinler R1 R2
Delphinidin OH 0]
0 O+ .

AN Malvidin OCH3 OCH3

R2 Siyanidin OH H

P Pelargonidin H H

OH
OH

Sekil 12. Antosiyanidinler

1.5.3. Stilbenler

Stilbenler iskeletleri 1,2-difeniletilen yapisinda olup, bitki hastalik durumunda iken
bitkinin direncini artirmak i¢in sentezlenir (Goyal vd., 2012). Daha ¢ok ¢am agaglari, yer
fistig1 ve liziim asmasi tarafindan sentezlenir. Trans- ve cis- formlar1 vardir (Sekil 13, 14),

(Bavaresco, 2003).

trans-Stilbenler R1 R2 RS3 R4
trans-resveratrol OH OH H OH
trans-piseid GlcO OH H OH

trans-astringin ~ GlcO OH OH OH

Sekil 13. trans-Stilbenler



20

cis-Stilbenler R1 R2 R3 R4
cis-resveratrol OH OH H OH
cis-piseid GlcO OH H OH

Sekil 14. cis-Stilbenler

1.5.4. Tanninler

Yiiksek molekiil agirlikli, fenolik polimerlerdir (Sekil 15). Katesin ve epikatesinin
polimerleri besin tanninleri olarak bilinmektedir (Ignat vd., 2011).

I
Q
ag

OH
OH
OH
OH

Sekil 15. Tanninler

1.5.5. Kumarinler

Kumarinler, mantarlarda, bitkilerde, bakterilerde 6zellikle de yenilebilir bitkilerde
bulunan sinnamik asit tiirevi fenolik bilesiklerin biiyiik bir sinifin1 olustururlar (Sekil 16).
Kumarinlerin  anti-inflamatuar, antiviral, antimikrobiyal, anti-timér, antioksidan,

antidepresan gibi genis bir alanda biyolojik aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Klenkar ve
Molnar, 2015).
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o

Sekil 16. Kumarinin kimyasal yapis1

1.6.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography), bir kromatografi teknigi olup,
molekiillerin  saflastirilmasinda, tanimlanmasinda ve karakterizasyonunda siklikla
kullanilir. HPLC alaninda yapilan aragtirmalar her gegen giin artmaktadir (Malviya vd.,
2010). Giinimiizde HPLC; proteinler, amino asitler, peptidler, niikleik asitler,
karbohidratlar ve lipidler gibi farkli biyomolekiillerin analizinde siklikla kullanilan bir
kromatografik tekniktir. Son zamanlarda bu teknigin yerini alabilecek ¢ok az sayida

rakip teknoloji bulunmaktadir (Tuncer, 2008).

1.6.1. HPLC’nin Temel Prensipleri ve Temel Kavramlar

Hareketli faz eluentin bilesenlerini sabit faz boyunca tasiyan cgesitli kimyasal ve
fiziksel Ozelliklere sahip c¢ozelti veya ¢oziicii karisgimlaridir. HPLC’de ayirma islemi
izokratik ya da gradient olmak iizere iki sekilde gergeklestirilir.

[zokratik eliisyonda, mobil fazin bilesimi ve oram ayirma boyunca de§ismez.
Bilesenler sabit bilesimli tek bir ¢oziicii ile siiriikklenir. Gradient elusyonda mobil fazin
bilesimi asamal1 olarak degisir. Hem daha iyi bir ayirma saglanir hem de analiz siiresi daha
kisadir. Farkli polariteye sahip iki veya daha fazla ¢6ziicli sistemi kullanilir (Kenkel,
1994).

Coziicti sisteminde bulunan bir hava kabarcigi ¢ok ciddi ve kabul edilemez bir
giiriiltiiye sebep olmasinin yanisira akis hizinda azalmaya neden olur. Bu gibi durumlarla
karsilagmamak i¢in ¢oziinmiis gazlar helyum ya da azot gaziyla ya da ultrasonik banyoda
uzaklastirilmalidir. Ayrica analiz sirasinda meydana gelebilecek hava kabarciklarinin ve
oksijen, azot gibi ¢oziinmiis gazlarin giderilmesi i¢in cihaza degasser (gaz giderici) linitesi
eklenir (Skoog vd., 1998).

HPLC’de ayrim performansini artirmak, dolgu materyalinde kiigiik partikiillerin

kullanilmasmi gerektirir. Yiiksek basin¢li pompalar sayesinde analitin sabit faz ile
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etkilesmesi saglanir. 5000 psi’ye kadar ¢ikabilen maksimum basing degeri, 0,01-10 mL/dk
arasinda akig hizi, % 1’den fazla sapmayan akis hiz1 kararliligt modern pompalarin sahip
olmas1 gereken oOzellikler arasindadir. Ayrica, pompadan gelen akis vurusuz olmalidir.
(Skoog vd., 1998; Cazes, 2005).

HPLC sisteminde analitin sisteme gonderilmesi islemi enjeksiyon portundan manuel
ya da otomatik enjektorlerle yapilan enjeksiyonla saglanir. Enjeksiyon iinitesi 1 pL-500 pL
araliktaki hacimlere olanak vermelidir. Enjeksiyon yapildiktan sonra analit yiliksek basingta
hareket eden hareketli faza karisarak kolonda ayrilir (Skoog vd., 1998).

Analite ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve alikonulduklar1 faza sabit faz denir.
Kolonlar paslanmaz c¢elik, cam, teflon veya Polieter eter keton (PEEK) malzemeden
tiretilmektedir. Silika ve aliimina esasli kolon dolgu materyalleri genellikle tercih edilir.
Kolon boylar1 genellikle 10, 15, 25 cm uzunlugunda, kolonlarin i¢ capt 2-5 mm
araligindadir. Sabit fazin polaritesine gore iki ¢esit kolon vardir. Ters faz kolonda sabit faz
apolar, hareketli faz polardir. Normal faz kolonda sabit faz polar, hareketli faz apolardir
(Kafali, 2008).

HPLC’de ayrim gergeklestirildikten sonra madde derisimleri kolon ¢ikisinda bulunan
bir dedektor yardimiyla olgiiliir ve dedektorler alinan sinyalleri kromatogram tlizerinde pik
olarak ifade ederler. Iyi bir dedektorde giiriiltii seviyesi diisiik olmali ve analitin kiigiik
miktarlar1 gozlemlenebilmelidir. Ayrica iyi bir dedektor sicaklik ve basingtaki
degisimlerden de etkilenmemelidir. HPLC’de bugiine kadar ¢alisma prensibi farkli olan

cok sayida dedektor gelistirilmistir (Tarantilis vd., 1995; Kafali, 2008).

1.6.2. Yaygin Kullanmlan HPLC Dedektorleri

1.6.2.1. UV-Goriiniir Bolge Dedektorii (UV/VIS)

UV-Gortiniir bolge dedektorii (UV/VIS) ile 15181 absorplayabilen bilesenlerin tayini
yapilir. Her bilesene gore dalga boyu ayarlanmaktadir. Spektrum taramasi yapmak
miimkiindiir. 190-800 nm araliginda ¢ogu organik molekiiller ve fonksiyonel gruplar

UV/VIS alanda elektromagnetik enerji absorplar. (Swartz, 2010).
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1.6.2.2. Diyot Serili Dedektor (PDA)

Diyot serili dedektdr ile analizler ¢ok hizli bir sekilde gerceklestirilir. Bu dedektor de
spektrofotometrik temelli galisir. 512 elementten olusan bir yiizeye sahiptir. UV-goriiniir
bolge dedektoriinden farkli olarak her elementin ayr1 bir dalga boyundaki absorbansi es
zamanl olarak oSlciilebilmektedir. Istenilen dalga boyu araliginda calisilabilmektedir. Bu
Ozelligi sayesinde numunede yer alan piklerin belirlenmesi isleminin daha giivenilir bir

sekilde yapilmasina olanak saglar (Swartz, 2010).

1.6.2.3. Kiitle Spektrometri Dedektorii (MS)

Ucucu olmayan s1v1 karigimlari 6nce LC sistemden gegirip bilesenlerine ayrilir, sonra
ayrilan bilesen iyon haline getirilir ve kiitle/yiikk (m/z) oranlarina gore ayrim yapilir. MS
sistemlerinde ilk olarak ayrimin gergeklestigi LC kismindan gelen hareketli faz
uzaklastirilir. Uzaklagtirma islemi vakumla olabilecegi gibi elektrosprey ve termosprey
yontemlerini kullanarak da uzaklastirilabilir. Daha sonra mevcut bilesenin iyonlarina
ayrigsmasi i¢in elektron bombardimani (EB), elektrosprey iyonlastirma (ESI), kimyasal
iyonlagtirma (CI) tiniteleri gibi iyonlastirma kaynaklar1 kullanilir (Swartz, 2010). Kiitle

spektrometri dedektorii (MS) ile kalitatif ve kantitatif analizler yapmak miimkiindiir.

1.7. Caymn Genel Ozellikleri ve Bitkisel Caylar

Cay diinya c¢apinda yaygin olarak tiiketilen igecektir. Camellia sinensis L. bitkisinin
yaprak ve tomurcuklarindan dort tip ¢ay elde edilir: Beyaz ¢ay (fermente edilmemis), yesil
cay (fermente edilmemis), Oolong cay1 (yari-fermente edilmis) ve siyah cay (fermente

edilmis) (Sekil 17) .

Sekil 17. Cay tirtinlerinin dort farkl: tipte (a: siyah ¢ay, b: yesil cay, c: beyaz cay, d:
oolong gay1) fotograflar
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Oolong cay, siyah ve yesil ¢ayin ozelliklerini biinyesinde toplayan ve iilkemizde
tiretilmeyen bir cay c¢esididir. Cin’in giineydogusunda ve Taiwan’da ilkbahar ve kis
aylarinda elle toplanan yas ¢ay yapraklarindan elde edilen yari-fermente edilmis kaliteli bir
caydir.

Beyaz cay, basta Cin olmak iizere Hindistan, Kenya, Sri Lanka ve Vietnam’da
tiretilen diinyanin en nadide ve en pahali ¢cayidir. Beyaz ¢ay ismini, liretiminde kullanilan
acilmamis yaprak tomurcuklarinin lizerini kaplayan ince beyaz tiiylerden ve deminin ¢ok
acik sar1 renkli olmasindan alir. Yiiksek oranda agilmamis tomurcuk igeren siirgiinler
toplandiktan sonra oksidasyonu dnlemek i¢in sicak su buhari verilerek soklanir. Sogutma
isleminden sonra soldurma yapilir ve ¢ok hafif sekilde uygulanan fermentasyonu takiben
kurutularak beyaz cay iiretimi gerceklestirilir. Diger ¢ay cesitlerinden farkli olarak beyaz
cayda kivirma islemi uygulanmaz.

Siyah cay, Bat1 iilkelerinde, Hindistan’da ve diinyanin diger bolgelerinde tiiketilen
cayin en onemli bigimidir. Siyah c¢ay, taze ¢ay yapraklari ve tomurcugunun soldurma,
kivirma, fermentasyon ve kurutma islemlerinden gegirilmesi ile iretilir. Soldurma ¢ay
siirglinlerinde polifenol oksidaz enzim aktivitesinin artmasina neden olur. Bdylece
fermentasyon asamasinda ¢ay flavanollar1 polifenol oksidaz enzimi yardimiyla daha fazla
oksitlenir ve sonucta iiretilen siyah cay deminin cesitli 6zellikleri tlizerine 6nemli etki
yapan teaflavinlerin ve teurobiginlerin olugmasini saglar. Ayni zamanda kafein olusumu da
soldurma aninda artar.

Ozellikle Cin ve Japonya’da tiiketilen yesil ¢ay ise &zellikleri ve islenmesi
yoniinden siyah ¢aydan tamamiyle farklidir. Yesil cayin islenmesinde, yas ¢ay yapraklari
dogrudan kisa bir siire i¢in yiiksek sicaklik sokuna tabi tutulup icerdikleri polifenol oksidaz
enzimi dahil tiim oksidasyon enzimlerinin inaktif hale ge¢meleri saglanmaktadir.
Boylelikle fermentasyon yapilmadigi icin iiretilen ¢ay yesil renkli olmaktadir. Yesil ¢ayda
fazlaca bulunan polifenolik maddeler katesinler olarak adlandirilmaktadir. Cayda bulunan
temel Kkatesin tiirevleri (-)-epikatesin (EC), (-)-epigallokatesin gallat (EGCG), (-)-
epigallokatesin (EGC), (-)-epikatesingallat (ECG), (+)-gallokatesin ve (+)-katesindir (Da
Silva Pinto, 2013) (Sekil 18).
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OH o
~ OH
+)-katesin : .
) ¥ (-)-epikatesin (-)-epigallokatesin
OH OH o) CH,
OH OH HsC /
\N)%[N>
|
O
CHs

kafein

(-)-epikatesingallat (-)-epigallokatesin gallat

Sekil 18. Cayda bulunan temel katesinler ve kafeinin yapisi

Taze ¢ay yapraginda ayrica diger bir fenolik bilesik grubu olan fenolik asitlerden
Klorojenik asit, gallik asit, neoklorojenik asit ve p-kumaril kinik asit de bulunmaktadir.
Polifenollere ek olarak, cay yapraklari metilksantinlerin (kafein, teofilin ve teobromin)
onemli bir kaynagi olup ayrica teanin amino asiti igerir. Metilksantinlerin merkezi sinir,
kardiyovaskiiler, gastrointestinal, solunum ve bobrek sistemleri (Spiller, 1998) gibi bazi
viicut sistemleri tizerinde fizyolojik ve farmakolojik etkileri vardir.

Yapilan arastirmalara gore ¢ay tiiketimi kalp damar hastaliklar1 (Da Silva Pinto,
2013) yiiksek kolesterol diizeyleri (Vinson vd., 2004), diyabet, ostheoporosis (Hegarty vd.,
2000) ve dis ciirtigii (Otake vd., 1991) risklerini azaltmaktadir. Caym bu faydali etkileri
polifenolik bilesiklerin antioksidan ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Cesitli gidalara
hem antioksidan ve antimikrobiyel katki maddesi olarak kullanilan hem de gidaya
fonksiyonel 6zellik kazandirmak amaciyla katesinler ilave edilmektedir (Yilmaz, 2006).

Cay disinda infiizyonlar1 hazirlanarak yaygin olarak tiiketilen diger bazi bitkisel
caylar ise ada ¢ay1, thlamur, kusburnu, papatya, karanfil, ekinezya, tar¢in ve nane olarak
sayilabilir (Sekil 19). Bir¢ok arastirma bu bitkilerin de ayn1 ¢cayda oldugu gibi kayda deger
oranlarda antioksidan bilesikleri i¢erdigini ortaya koymaktadir (Cvetkovikj vd., 2013;
Horzi¢ vd., 2009; Tumbas vd., 2012; Oniszczuk vd., 2016).

Adacay1 (Salvia) 1000°den fazla tiir ile Lamiaceae familyasinin en 6nemli ve en

biiyiik cinsidir. S. officinalis L. antioksidan, anti-Alzheimer ve anti-inflamatuar aktivitesi
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ile Avrupa’da yaygin bir tibbi bitkidir. Ayn1 zamanda gida endiistrisinde tatlandiric1 ve
koruyucu madde olarak kullanilir (Topcu, 2006). Rozmarinik asit birgok ada ¢ayi tiiriinde
en bol bulunan fenolik asit olup p-kumarik asit, prorokatekuik asit, kafeik asit, benzoik
asit, p-OH benzoik asit, klorojenik asit, siringik asitte ada ¢aymin tiiriine ve ekstraksiyon
¢oziiciisiine gore degisiklik gostermektedir (Li vd.,2015; Kocak vd., 2016). Ada ¢ayinin
yapisinda bulunan baslica flavonoidler ise kaempferol, mirisetin, morin, apigenin,
kuersetin ve luteolindir (Cvetkovikj vd., 2013; Bahadori vd., 2017).

Ihlamur (Tilia), Malvaceae familyasina ait olup kuzey yarimkiirenin 1liman
bolgelerinde yetisen uzun omiirlii yaprak doken bir agactir. Thlamurun yapisinda bulunan
baglica fenolik asitler vanilik asit, klorojenik asit, kafeik asit ve p-kumarik asit olup
flavanoidler ise rutin, (-)-epikatesin, kuersetin ve kaempferoldiir (Horzi¢ vd., 2009; leri
vd., 2015).

Kusburnu (Rosa canina) drneklerdeki bazi organik asit (gallik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit) ve flavon tiirevleri (katesin, eriositrin, rutin, apigenin, kuersetin,
naringenin ve kaempferol) HPLC ile kantitatif olarak tespit edilmistir (Demir, 2012).
Kusburnunun yapisinda bulunan kuersetin ve ellajik asit bu bitkilerin énemli bilesikleridir
(Tumbas vd., 2012).

Ekinezya (Echinacea angustifolia) tiirlerinin tibbi olarak kullanimina imkan veren
biyoaktif igerigini olusturan bilesikler kafeik asit tiirevleri (kikorik asit, ekinakozit,
Klorojenik asit, kafterik asit, kafeik asit, sinarin) karakteristik fenolik bilesikleridir (Mazza
ve Cotrell, 1999; Oniszczuk vd., 2016).

Vallverdu-queralt (2014) ve arkadaglar1 targmm (Cinnamomum zeylanicum)
bitkisindeki pek ¢ok fenolik bilesigi (gallik asit, siringik asit, protokatekuik asit, p-OH
benzoik asit, kafeik asit, kumarik asit, ferulik asit, rozmarinik asit, katesin, epikatesin,
kuersetin ve rutin) tespit etmistir. Bir baska calismada bes farkli targin tiiriiniin
yapraklarinda HPLC-DAD ile tamimlanan flavanoidler kuersetin, kaempferol ve
kuersetrindir (Prasad vd., 2009).

Papatya (Chamomile) Asteraceae familyasina ait giiney ve dogu Avrupa’da yetisen
tibbi bitki tlirtidiir. Yapisinda sesquiterpenler, flavonoidler, kumarinler ve poliasetilenler en
onemli bilesenleri olarak kabul edilir. Biyolojik olarak aktif fenolik bilesikler herniarin,
umbeliferon (kumarin), klorojenik asit, kafeik asit (fenilpropanoidler), apigenin, luteolin
(flavonlar), kuersetin, rutin (flavonoller) ve naringenin (flavanon) papatya 6ziinde bulunur

(Singh vd., 2011; Avula vd.,2014).
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Karanfil (Clove) flavonoidler, hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve
hidroksifenil propenler gibi onemli fenolik bilesiklerin bitkisel kaynagidir. Eugenol
karanfilin ana biyoaktif bir bilesigidir. Yapisinda fenolik asitlerden gallik asit basta olmak
lizere kafeik, ferulik, elagik ve salisilik asitler yer alir. Flavonoidler olarak kaempferol,
kuersetin ve onlarin tiirevleri daha diisiik konsantrasyonlarda karanfilde bulunur (Cortés-
Rojas vd., 2014).

Nanenin (Mentha) yapisinda az miktarda kafeik asit, apigenin, hesperetin ve
naringenin tespit edilirken 0zii tanimlanan ana fenolik bilesikler ise rozmarinik asit,
neoponcirin, narirutin, klorojenik asit ve biokanindir (Tang vd., 2016). Farkli nane
tirlerinde yapilan birgok c¢alismada baslica fenolik asitler rozmarinik, kafeik, klorojenik,
vanilik, siringik, p-kumarik, ferulik ve p-OH benzoik asit olup, flavanoidler ise apigenin,
rutin, katesin, kuersetin, naringenin, luteolin ve mirisetindir (Dorman vd., 2003; Proestos
vd., 2005; Papageorgiou vd., 2008; Bimakr vd., 2011). Bitkisel ¢aylarin igerdikleri bu

biyoaktif bilesikler giin gegtikce bu iirlinlere olan ilginin artisina neden olmaktadir.

Sekil 19. Calismada kullanilan bitkisel ¢aylarin fotograflar1 (a: adagayi, b: thlamur, c:
kusburnu, d: ekinezya, e: tar¢in, f: papatya, g: karanfil, h: nane)

Son birka¢ yildir yapilan calismalarda bitkilerde bulunan biyoaktif bilesiklerin de
CA inhibisyon profili sergiledikleri goriilmiistiir. Yakin zamanda bitkisel kaynakli
kumarinlerin (Davis vd., 2013) ve c¢ayda bulunan kafein (Sethi vd.,2012), p-
hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, kaffeik asit, ferulik asit, gallik asit, siringik asit ve
elagik asit gibi fenolik bilesikler (Innocenti vd., 2010; Innocenti vd., 2010; Oztiirk vd.,
2011) ve resveratrol, katesin, epikatesin, kuersetin, rutin, silmarin, dobutamine, apigenin,

luteolin gibi baz1 polifenolik ve flavonoidlerin ve renklendirici olarak kullanilan
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kurkuminin dogal karbonik anhidraz inhibitorii oldugu ¢alismalar sonucunda bulunmustur
(Oztiirk vd., 2011; Sarikaya vd., 2010; Senturk vd., 2009; Koz vd., 2013). Bu bulgular CA
enzimi ile ilgili hastaliklarin tedavisinde gelistirilmis ilag benzeri Ozellikleri ile yeni
kemotiplerin kesfinde dogal f{irtinlerin daha genis kapsamda degerlendirilmesini
desteklemek igin bir platform saglar. Ayni zamanda siyah cay, yesil ¢ay ve beyaz
caylardan elde edilen ham ekstraktlarin insan karbonik anhidraz hCAI ve hCAIl

izoenzimleri iizerinde in vitro inhibisyon etkisi oldugu bulunmustur (Sahin vd., 2012).

1.8. Gida Katki Maddeleri

Gilinlimiizde piyasaya siiriilen gidalar pek ¢ok kimyasal madde igermektedir.
Bunlarin ¢ogu gidanin dogal bilesenleri olan karbohidratlar, yaglar, proteinler, vitaminler
ve mineral maddelerdir. Bu dogal bilesenlerin yani1 sira gida isleme sirasinda gidaya
istenilerek katilan ya da istenilmedigi halde bulasan bircok maddeler de bulunmaktadir.
Gida katkilar1 genel anlamda, bir {irliniin ana bileseni olmayip fakat o iriiniin iglenmesi,
ambalajlanmasi veya depolanmasi sirasinda farkli amaglar i¢in iiriine ilave edilen kimyasal
madde veya maddeler karisimidir. Gida katki maddeleri gidalart renklendirmek,
tatlandirmak ya da gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasma yardimci olmak gibi belirli
teknolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek amaciyla besinlere yogun bir sekilde ilave edilir.
Gida sanayisinin hizla ilerlemesi nedeniyle katki maddelerinin kullanimlarindaki hizl artis,
bu konudaki yasal diizenlemelerin gerceklestirilmesini gerekli kilmistir. Diinya Saglik
Orgiitii (World Health Organization-WHO) ve Gida Tarim Orgiitii (Food and Agriculture
Organization-FAO)’niin ortak ¢alismalar1 ile olusturulmus Uluslararasi Gida Kodeks
Komisyonu (Codex Alimentarius Commission-CAC) katki maddelerinin gidalarda
kullanimimi ele almistir. CAC 1992 yilinda yayinladigi rehberde katki maddelerini
fonksiyonlaria gore siniflandirmistir. Avrupa Birligi (AB) direktiflarinde CAC’den farkli
olarak yer alan bazi smiflar oldugu gozlenmis olup, lilkemizde de 1997 yilindan itibaren
gecerli olan Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeligi (TGKY) ve ekleri AB’deki ilkeler ve katki
gruplari esas alinarak siniflandirilmistir. Buna gore gida katki maddeleri; antioksidanlar,
renklendiriciler, asit diizenleyiciler, ambalajlama gazlari, asitler, emiilgatorler, emiilsifiye
edici tuzlar, hacim arttiricilar, itici gazlar, koruyucular, jellestirme ajanlari, kabartma
ajanlari, kalinlastiricilar, kopiirtme ajanlari, kdpiirmeyi Onleyici ajanlar, lezzet arttiricilar,

modifiye nisasta, nem vericiler, sertlestirici ajanlar, jelat ajanlari, tasiyicilar, stabilizorler,
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tatlandiricilar, topaklamayr Onleyiciler ve un isleme ajanlar1 olarak siniflandirmistir
(Official Journal of the European Union (EC), 2008).

Antioksidanlar, gidada oksidasyon reaksiyonlari sonucu olusan acilasma ve renk
degisimi gibi bozulmalar1 onleyerek raf omriinii uzatan maddelerdir. Ayrica gidalara
oksidasyonun baglangicindan 6nce ilave edildikleri zaman oksidasyonu onleyebilmekte
veya azaltabilmektedirler. Gida endiistrisinde pek ¢ok kullanim alanina sahip olan
antioksidanlar dogal kaynakli (tokoferoller, askorbik asit ve tuzlari, askorbil palmitat,
askorbil asetat siilfitler) ve sentetik (eritorbik asit, sodyum eritorbat, gallatlar,
butillendirilmis hidroksianisol (BHA), butillendirilmis hidroksitoluen (BHT), tersiyer
butilhidrokinon (TBHQ)) olmak {izere ikiye ayrilirlar.

Gidalara asit diizenleyici olarak katilan maddelerin degisik fonksiyonlar
bulunmaktadir. S6z konusu bu maddeler baslica sterilizasyon yardimcisi olarak
kullanilmakta olup ayni zamanda gidalarin muhafazasinda koruyucu etkiye sahiptir. En
onemli fonksiyonlarindan birisi de gidalarin tatlilik ve lezzet 6zelliklerini etkilemeleridir.
Asit diizenleyiciler, selat olusturma fonksiyonlarinin yani sira sebze ve meyvelerde
enzimatik ve enzimatik olmayan esmerlesme reaksiyonlarini 6nlemek amaciyla da
kullanilmaktadir. Gida sanayisinde kullanilan asitligi diizenleyicilerin asit, baz veya nétral
pH’da maddeler oldugu, en yaygin olarak kullanilanlarin ise genellikle asitler oldugu ifade
edilmektedir. Asetik, hidroklorik, siilfiirik, siiksinik, adipik, fumarik, laktik, malik, tartarik,
sitrik asit, sodyum, potasyum, amonyum ve magnezyum karbonat, sodyum siilfat, sodyum,
potasyum, kalsiyum ve magnezyum hidroksit en ¢ok bilinen asitligi diizenleyicilerdir.

Gida endiistrisindeki gelismelerle birlikte hem iiretim kapasitesini arttirmak hem de
dokuyu, reolojik ozellikleri ya da firiiniin raf 6mriinii modifiye etmek igin emiilgator
niteligini tagiyan maddelerin kullanimi hizla artmaktadir. Bunlar ara yiizey hareketi ile
emiilsiyon olusumunu saglayan kimyasal maddelerdir. Dogal emiilgatorler fosfolipidleri
(lesitin, gliserid) icermekte olup sentetik emiilgatorler ise propilen glikol, gliserin ve
sorbitol gibi poliollerdir.

Gamlar,; jellestirici, kivam arttirici, stabilize edici ve siispansiyon olusturucu ajanlar
olarak genis bir sekilde kullanilmaktadir. Gamlarin en 6nemli 6zellikleri arasinda, sulu
coOzeltileri ve siispansiyonlar1 jellestirme ve kivam arttirma fonksiyonlar1 yer almaktadir.
Dogal gamlar, gam arabik, guar gam, ke¢iboynuzu gami, agar, aljinatlar ve karragenan
olup dogada bulunurlar. Yari-sentetik gamlar, nisasta seliilloz gibi dogal maddelerin

kimyasal tiirevleri (karboksimetil seliiloz, metil seliiloz, hidroksipropilmetil seliilloz vb.) ve
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dogal maddelerden mikrobiyal fermantasyon (ksantan gam, gellan gam, dekstran) ile
tiirevlendirilirler.

Endiistride kullanilan gidalar1 koruma yontemlerinin uygulanamadigi ya da yetersiz
kaldig1 durumlarda gidalara koruyucu madde katilimi s6z konusu olmaktadir. Koruyucu
maddeler (antimikrobiyaller), gidayr mikroorganizmalarin neden oldugu bozulmalara kars1
koruyarak, gidanin raf Omrilinii uzatan kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Benzoik asit ve tuzlari, organik asitler, asetik asit ve asetatlar, sorbik asit ve tuzlari,
propiyonik asit ve tuzlari, nitrat ve nitritler, parabenler, kiikiirt dioksit ve siilfitler, gidalara
ilave edilen koruyucu maddelerdir.

Kendilerine 6zgii lezzetleri olmayan ancak katildiklari gidanin lezzetini arttiran
lezzet arttiricilar kimyasal yapilarima bagli olarak aminoasitler, niikleotidler ve maltol
olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilirlar. Diinyada en ¢ok bilinen ve kullanilan lezzet
arttirict madde monosodyum glutamat (MSG) olup L-glutamik asidin sodyum tuzudur.

Gidanin rengini diizelten veya gidaya renk vermek amaciyla katilan maddelere
renklendiriciler denir. Giiniimiizde gida endistrisinin gelismesine bagli olarak gida
iriinlerinin renklendirilmesi gereksiniminin basinda tiiketici acisindan gidanin daha ¢ekici
hale getirilmesidir. Renklendiriciler elde edilislerine gére dogal ve yapay olmak iizere iki
gruba ayrilirlar. Dogal renklendirici maddeler mikrobiyal, bitkisel, hayvansal ve mineral
kaynaklardan elde edilip birgok fiziksel ve kimyasal etkilere karsi (is1, 151k, pH)
stabilitelerinin diisiik olmasi ve gidalarda kullanimlarinda pek¢ok problem yasanmasina
ragmen, son yillarda yapilan arastirmalarda saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay:
kullanimlarmmn arttign gdzlenmektedir. Ornegin; anatto, kurkumin, karotenler, likopen,
antosiyaninler, kantaksantin, pancar kokii kirmizisi, siilfit-amonyum karamel vb. Yapay
renklendiriciler, kimyasal sentez yoluyla laboratuarlarda iretilen kimyasal yapilar
itibariyle dogada bulunmayan renk maddeleridir. Hemen hemen biitin yapay
renklendiricilerin sentezinde komiir katrani kullanildig1 i¢cin komiir katrani renklendiricileri
olarakda adlandirilmaktadirlar. Ornegin; Allura Red AC, Brown HT, amarant, Brilliant
Black BN, Patent Blue V, Sunset Yellow FCF, azorubin, tartrazin vb. Bunlarin gida isleme
kosullarina karsi stabilitelerinin yiiksek olmasina karsin, stabiliteleri kullanilan ortama,
renklendiricinin ve diger kullanilan gida katki maddelerinin konsantrasyonuna, sicaklik ve
stire gibi cesitli faktorlere baglidir. Yapay renklendiriciler en az bir tuz formundaki yapiya
sahip olmalarindan dolay: yiiksek oranda suda ¢oziinme 6zelligine sahiptirler. Kimyasal

yapilarinda en yaygin olarak bulunan gruplar siilfonik asit (-HSO3) ve karboksilik asit (-
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COOH) dir. Kimyasal yapilarina gére azo (Allura Red AC, Sunset Yellow FCF, Ponceau
4R, Acid Red 1, Brilliant Black BN, Amarant, Karmoisin, Tartrazin), triaril metan (Patent
Blue V, Brilliant Blue FCF), ksanten (Eritrosin), kinolin (Kinolin Saris1) ve indigoid
(Indigo Karmin) renklendirciler olarak gruplandirilmaktadir. Renklendiricilerin gidalarda
kullanim alanlar1; alkolsiiz igecekler, firin, siit, sekerleme, et, balik, kuru karigim iiriinleri,
konserve meyve ve sebzelerdir.

Selat ajanlar1 gidalarin iginde serbest halde bulunan metal iyonlar ile stabil ve
genellikle suda ¢oziinebilen kompleksler meydana getirerek, bunlarin neden oldugu renk
bozulmasi, acilik ve besin degerinin kaybi gibi istenilmeyen reaksiyonlar1 engelleyen
maddelerdir. Bu maddeler antioksidan maddelerin etkinliklerini arttirmalar1 nedeniyle
genelde gidalara antioksidanlarla birlikte ilave edilmektedir. En yaygin selat ajanlar sitrik
asit ve tuzlar, fosfatlar, etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve fitik asittir.

Gidalara tath tadin1 veren ve seker yapisinda olmayan maddelere tatlandiric denir.
Son yillarda yiikksek oranda karbohidrat, Ozellikle seker tiikketiminin insanlarda
kardiyovakiiler hastaliklar, obesite ve diger metabolik bozukluklara neden olduklarinin
belirlenmesi ile seker disindaki tatlandiricilara ilgi giderek artmistir. Gidalarda kullanilan
tatlandiricilara 6rnek olarak izomalt, sorbitol, aspartam, asesulfam K, sakkarin, siklamat,
maltitol ve tomatin verilebilir.

Gilinimiizde tiiketicilere daha fazla gesitte gida sunmak, gidalarin lezzet, koku,
goriiniis gibi duyusal Ozelliklerini gelistirmek, gidalarin besleyici degerini korumak,
gidalart bozulmalara kars1 korumak ve gida islemede yardimci olmak gibi pek ¢ok
nedenlerden dolay1 gida iiretiminde katki maddelerinin kullanimi1 giderek artmaktadir.
Gidalarda c¢ogunlukla kullanilan ve ayni zamanda c¢alismamizda kullanilacak olan gida

katki maddeleri Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Calismada kullanilan gida katki maddeleri ve kullanim sekilleri

No | E Kod | Bilesik Ad1 Kullamim Sekli
1 | 131 | Patent Blue V Yapay renklendirici (triaril metan sinift)
(Food Blue 5, Sulphan Blue)
2 | E129 | AlluraRed AC Yapay renklendirici (kirmizi azo boyasi)
3 | E102 | Tartrazin Yapay renklendirici (limon saris1 azo boyasi)
4 | E124 | Ponceau 4R Yapay renklendirici (mono azo boyast)
5 | E110 | Sunset Yellow FCF Yapay renklendirici (mono azo boyasi)
6 E133 | Brilliant Blue FCF Yapay renklendirici (triaril metan sinif1)
7 | E151 | Brilliant Black BN Yapay renklendirici (diazo boyas1)
g | E127 | Eritrosin B Yapay renklendirici (ksanten siifi)
9 | E123 | Amarant Yapay renklendirici (azo boyast)
10 | E132 | indigo karmin Yapay renklendirici (Indigoid smnifi)
11 | E100 | Kurkumin (Natural Yellow 3, | pogal renklendirici
turmerik yellow)
12 | E120 | Karminik asit Dogal renklendirici
13 | E954 | Sakkarin Yapay tatlandirict
14 | E950 | Asesiilfam K Yapay tatlandirici
15 | E951 | Aspartam Yapay tatlandirici
16 | E330 | Sitrik asit Asitlik diizenleyici
17 | E210 | Benzoik Asit Koruyucu
18 | E200 | Sorbik asit Koruyucu
19 | E300 | Askorbik asit Antioksidan
20 | E321 | Butil hidroksi toluen (BHT) Antioksidan

Gidalarin korunmasinda kullanilan bu katkilar hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal
kokenli olmaktadir. Fakat yapilan arastirmalara gore gidalarda kullanilan bazi sentetik
maddelerin canlilar iizerinde karsinojenik ve teratojenik etki gosterdigi ortaya ¢ikmustir
(Inoue vd., 2009). Bu nedenle dogal iiriinlerin sentetik iiriinlere tercih edilmesi giderek
artmaktadir. Uzun yillardir yapilan calismalar gosteriyor ki gidalarin renk, koku, tat,
dayaniklilik ve raf omrii gibi 6zelliklerini iyilestirmek i¢in katki olarak kullanilan baharat
ve diger bitkiler i¢erdikleri biyoaktif bilesenlerden dolayr giderek dnem kazanmaktadir.

Literatiirde gida katki maddelerinin karbonik anhidraz enzimi iizerine inhibisyon
etkisi ¢cok az calisilmistir. Az sayida rastlanan bu ¢alismalar, gidalarda sentetik antioksidan

olarak kullanilan butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve butillendirilmis hidroksianisol
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(BHA) (Sentiirk vd., 2009) , renklendirici olarak kullanilan kurkumin (Innocenti vd., 2010;
Sentiirk vd., 2011), tatlandiric1 olarak kullanilan sakkarin (Kohler vd., 2007; Sonmez vd.,
2014) ve vyapay renklendirici olan Allura Red AC’nin karbonik anhidraz enzim
inhibisyonudur.

Gida katki maddelerinin ¢ogunun CA enzimi iizerine etki edip etmedigi
bilinmemektedir. CA inhibisyonu veya aktivasyonunun metabolizma {iizerine yapacagi
etkinin belirlenmesi ve inhibisyona/aktivasyona neden olan bilesiklerin belirlenmesi igin
yapilacak olan ¢alismalar degerlidir. Bu ¢alismada gida katkilarinin BCA, hCAI ve hCAlIl
tizerine etkilerinin ilk defa ortaya konulacak olmasi ¢alismanin 6nemli 6zgiin yanlarindan
biridir.

Gida katki maddesi igeren besinlerin c¢ok tiiketilmesi ile meydana gelecek yan
etkilerin karbonik anhidraz enzimi ile iligkisinin olup olmadig1 bu calisma ile ortaya
konulmus olacaktir. Ayrica sakkarin ve kurkumin gibi bilesiklerin CA {iizerine inhibisyon
etkisinin ortaya konulmasi sonrasi tiirevleri ile ¢ok sayida caligmalar ortaya c¢ikmigtir
(Sonmez vd., 2014; Sentiirk vd., 2011). Benzer sekilde yapacagimiz galismalar sonucu elde
edilen bilgiler 15181nda CA iizerinde etki gdsteren gida katki maddesi bilesik tipleri yeni

inhibitor ve aktivatorlerin tespit edilmesinde onciiliikk edecektir.

1.9. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Gel Elektroforezi)

Elektriksel alanda, yiikli molekiillerin ayrilmalari esasmna dayanip proteinlerin
biiyiikliigii ve altbirimlerinin niteliginin belirlendigi bu elektroforez teknigi proteinlerin
analizinde siklikla kullanilir. Proteinler sahip oldugu amino asitlere bagli olarak art1 veya
eksi yiike sahiptir. Protein molekiiliinii igeren bir ¢ozeltiye elektrik akimi uygulandiginda
protein, bliylikliigiine ve net yiikiine bagli olarak belirli bir hizla hareket eder (Hames,
1998).

SDS-PAGE gelistirilmesiyle birlikte protein analizlerinde onemli ilerlemeler
saglanmistir.  Bu  yontemde  poliakrilamit  jel  kullanilir. Monomerlerin
polimerlestirilmesiyle birlikte jel hazirlanir. Gozeneklerin boyutu kiiciik olarak ayarlanir,
bu sayede istenilen proteinin ilerlemesi geciktirilir. Jelin polimerlesme derecesi pH,
sicaklik, N,N,N’,N’-tetrametil-ctilendiamin (TEMED) ve amonyum persiilfat (APS)

miktarina gore farklilik gosterir. Polimerlesme i¢cin TEMED katalizor olarak, serbest
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radikal olusumuna neden olan APS reaksiyon baslatict olarak rol oynar (Hames, 1998;
Alberts vd., 2002).

Proteinler giiclii eksi yiik tasiyan bir deterjan olan sodyum dodesilsiilfat i¢eren bir
¢Ozelti i¢ginde bulunur. Deterjan proteinlerin hidrofobik kisimlarina baglanarak protein
yapisinin  agilmasina neden olur. Betamerkaptoetanol gibi bir indirgeyici ajan
proteinlerdeki S-S baglarmi kirmak amaciyla kullanilir ve ¢ok alt birimli molekiilleri

olusturan polipeptitlerin ayri ayr1 analizi bu sayede miimkiin olur (Hames, 1998).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Tablo 3. Calismalarda kullanilan cihazlar, aletler, malzemeler ve markalari

Kullanilan Alet ve Cihazlar Marka, Model
Buzdolabi (+4 °C) Arcelik
Buchner hunisi IsoLab

Derin dondurucu (-18 °C) Vestel

Elektroforez Sistemi ve Goruntiilleme

Etiv

Hassas Terazi

HPLC (Yiiksek Performansl Sivi
Kromatografisi)

Isiticili manyetik karistiric
Jel Gorilintiileme Sistemi
Kolon

Kurutma makinesi
Mikropipet

Mikro Santrifiij
Mikrotiipler i¢in Termal Sallayici
Ogiitiicii (Blender)

pH metre

Rotary vakum evaporator
Santrifiij

Sogutmali santrifiij
Termometre

UV-Vis Spektrofotometre
Vorteks karistirict

Biorad, Mini PROTEAN-Tetra Sistem
Binder ve Niive FN 120
Mettler Toledo MS204

Agilent 1100 Series Degasser (Gaz giderici)

Agilent 1100 Series Quad Pump (Dortli
Pompa)

Agilent 1100 Series VWD (Ultra Viyole
dedektor)

Agilent 1200 Series DAD (Diyot serili
dedektdr)

Heidolph/MR 3001 K Hei-standard
Kodak, Jel Logic 2000

C18, Ace 5 (250 mm * 4,6 mm i.d., 5 um
partikiil)

Fantom

Gilson (10-100 pL) & (100-1000 uL)
Sigma, 1-14

Boeco, TS-100 Thermo Shaker
Waring Commercial Blender

Hanna pH 211

Heidolph

Universal 320 R Hettich/Zentrifugen
Beckman Coulter Allegra 64R

ATI Unicam UV2
IKA® Vortex Genius 3
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2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiretici firmalar

Kimyasal adi

Uretici firma

Kimyasal adi

Uretici firma

2-merkaptoetanol
Akrilamid

Amonyum Persiilfat
(APS)
Asetazolamid

Asetonitril (HPLC grade)

Asetik asit (CH3COOH)

Benzoik asit

Bovine Serum Albumin
(BSA)

Bromfenol mavisi

Coomassie Brillant Blue
G-250

Coomassie Brillant Blue
R-250

Disodyum Hidrojen
Fosfat (Na2HPOa4)
Dekstroz

Etanol

Etilendiamin Tetra Asetik
Asit (EDTA)

Ferulik asit
Fosforik asit (HsPO4)
Gallik asit

Gliserol

Sigma
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carlo Erba

Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Merck

Sigma-Aldrich

Sigma- Aldrich
Emsure®,
Merck

Sigma- Aldrich

Sigma

p-OH benzoik asit
p-kumarik asit
Potasyum kloriir (KCI)
Protokatekualdehit
Protokatekuik asit

SDS-PAGE Standardi
(116 kDa)

Sepharose-4B
Sinapik asit

Siringaldehit

Siringik asit

Siyanojen bromiir (CNBr)
Sitrik asit

Sodyum asetat
(NaCH3COO)

Sodyum bikarbonat
(NaHCO3)

Sodyum dihidrojen fosfat
(NaH2POa4)

Sodyum dodesil siilfat
(SDS)
Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum karbonat
(Na2COs)
Sodyum kloriir (NaCl)

Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Merck

Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Thermo
Scientific
Unstained
Protein
Molecular
Weight
Marker
Sigma
Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

Emsure®,
Merck
Emsure®,
Merck
Merck

Sigma
Merck
Emsure®,

Merck
Carlo Erba
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Glisin AppliChem Sodyum nitrit (NaNO2) Merck

HEPES Ambresco Sodyum perklorat Sigma-Aldrich
(NaClOa4)

Hidroklorik Asit (HCI) Merck Sodyum sitrat dihidrat Merck
(CsHsNaz07.2H20)

Kaffeik asit Sigma- Aldrich  Sodyum siilfat (Na2SOa) Emsure®,

Merck

Katesin hidrat Sigma- Aldrich  Siilfanilamid Sigma-Aldrich

Kloroform Merck Siilfuirik asit (H2SOa) Carlo Erba

Klorojenik asit Sigma- Aldrich  p-nitrofenil asetat Sigma-Aldrich

L-Tirozin Sigma-Aldrich  Tris (hidroksimetil)- Sigma
aminometan

Metanol (HPLC grade) LiChrosolv®, Vanilik asit Sigma-Aldrich

Merck

N,N,N,N-Tetra Metil Sigma Vanilin Sigma-Aldrich

Etilen Diamin (TEMED)

N,N’-metilen Sigma

bisakrilamid

Tablo 5. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cahismalarda Cozelti Hazirlamis1

Kullanilan Cozeltilerin
Kullanihiy Asamasi

S1g1r kaninin

Asit-Sitrat-Dekstroz

22 g CeHsNaz07.2H20 (sodyum

pihtilasmasinin 6nlemesi | (ACD) sitrat dihidrat), 8 g sitrik asit ve
24 g dekstroz bir miktar saf suda
¢oziiliip 1 L’ye tamamlanir.

Sepharose-4B’nin 4 M NaOH 8 g NaOH saf suda ¢oziiliir,

aktiflestirilmesi

0.1 M NaHCOs (pH:10)

tamamlanir.

toplam hacim saf su ile 50 mL’ye

2.1 g NaHCO3 200 mL saf suda
¢Oziiliir, ¢ozeltinin pH’s1 1 M
NaOH ile 10’a ayarlandiktan
sonra toplam hacim saf su ile 250
mL’ye tamamlanir.
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Tirozin takilmasi

2 mg/mL L-Tirozin

0.2 M NaHCO; (pH: 8.8)

80 mg L-tirozin 40 mL 0.1 M
NaHCOs (pH:10) igerisinde
¢oOziilerek hazirlanir.

1.68 g NaHCO3 90 mL saf suda
¢oziiliir, ¢ozeltinin pH’s1 1 M
NaOH ile 8.8’¢ ayarlandiktan sonra
toplam hacim saf su ile 100 mL’ye
tamamlanir.

Sulfanilamid
kenetlenmesi

1 M HCI

1 M NaOH

2.5 mg/mL Siilfanilamid

15 mg/mL NaNO;

1 M H2S0q4

8.3 mL % 37’lik HCI (d: 1.19
g/mL) 80 mL saf suda ¢oziiliir
toplam hacim 100 mL’ye
tamamlanir.

10 g NaOH 200 mL saf suda
¢oziliir toplam hacim 250 mL’ye
tamamlanir.

25 mg siilfanilamid buz
banyosunda 10 mL 1M HCI
i¢erinde ¢oOziilerek hazirlanir.

75 mg NaNO2 5mL saf suda
¢Oziilerek hazirlanir.

5.43 mL % 98’lik H2SO4
(d:1.84g/mL) 80mL saf suda
¢Oziiliip toplam hacim 100 mL’ye
tamamlanir.

Sulfanilamid
kenetlenmesi ve Esteraz
aktivite 6l¢imii

0.05 M Tris-SOq4
(pH:7.4)

6.05 g tris(hidroksimetil)-
aminometan 900 mL saf suda
¢oziiliir, ¢ozeltinin pH’s1 1 M
H2SOs ile 7.4’e ayarlandiktan sonra
toplam hacim 1 L’ye tamamlanir.

Hemolizatin hazirlanmasi

Izotonik Tuz Cozeltisi
(% 0.9 NaCl)

9 g NaOH 900 mL saf suda
¢Oziiliip toplam hacim
1 L’ye tamamlanir.
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Kolonun hazirlanmasi ve
hemolizatin kolona
uygulanmasi

Dengeleme Tamponu
25mM Tris-0.1 M
Na2SO4 pH: 8.7)

Yikama Tamponu
(25 mM Tris - 22 mM
Na2SO4 pH: 8.7)

3.03 g Tris(hidroksimetil)-
aminometan ve 14.2 g Na2SO4 900
ml saf suda ¢oziiliir, ¢6zeltinin
pH’s1 1 M HCl ile 8.7°ye
ayarlandiktan sonra toplam hacim
1 L’ye tamamlanir.

3.03 g Tris(hidroksimetil)-
aminometan ve 3.12 g Na2SO4 900
mL saf suda ¢oziiliir, ¢ozeltinin
pH’s1 1 M HCI pH 8.7’ye
ayarlandiktan sonra toplam hacim
1 L’ye tamamlanur.

Karbonik Anhidraz | hCA 1 Eliisyon Tamponu | 3.55 g Na,HPO4
Eliisyonu (50 mM NasHPOs-1 M | ve 29.25 g NaCl 450 mL saf suda
NaCl pH: 6.3) ¢oziliir, ¢ozeltinin pH’s1 1 M HCI
ile 6.3’e ayarlandiktan sonra
toplam hacim 500 mL’ye
tamamlanir.
Karbonik Anhidraz 11 CA II Eliisyon Tamponu | 3 g NaOH, 9.19 g NaClO4 ve 2.04g

Eliisyonu

(0.1 M CH3COONa-0.5
M NaClO4 pH: 5.6)

CH3COONa 125 mL saf suda
¢oziiliir, ¢ozeltinin pH’s1 IM HCI
ile 5.6’ya ayarlandiktan sonra
toplam hacim 150 mL’ye

tamamlanir.
Sigir Karbonik Anhidraz | BCA Eliisyon Tamponu | 9.19 g NaCIlO4 ve 2.04 g
Ellisyonu (0.1 M CH3COONa - 0.5 | CH3COONa 120 mL saf suda

M NaClOs pH: 5.6)

¢oziiliir, ¢ozeltinin pH’s1 1M HCI
ile 5.6’ya ayarlandiktan sonra
toplam hacim 150 mL’ye
tamamlanir.

Karbonik Anhidraz
Esteraz aktivitesi tayini

3 mM p-nitrofenil asetat
(substrat)

135 mg p-nitrofenil asetat 5 mL
aseton ile ¢oziillir ve magnetik
karistiricida hizlica karistirilan 245
mL saf suya yavasca damla damla
ilave edilerek hazirlanir.

Karbonik Anhidraz
Hidrataz Aktivitesi tayini

2.5 mM HEPES ¢6zeltisi

Doygun COz ¢ozeltisi

6.51g HEPES 800 mL saf suda
¢oziiliir, cozeltinin pH’s1 8.8’¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim
1L’ye tamamlanir.

250 mL saf sudan 40-45 dakika
boyunca CO2 gaz1 gegirilerek
hazirlanir.
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Karbonik Anhidraz
Inhibisyon Etkileri

tayininde kullanilan
standart inhibitorler

0.025 M Sulfanilamid

0.005 M Asetazolamid

215 mg siilfanilamid 50 mL
asetonitril de ¢oziilerek hazirlanir.

55 mg asetazolamid 50 mL
asetonitril de ¢oziilerek hazirlanir.

Kalitatif protein tayini

Standart serum albumin
(BSA) ¢ozeltisi (1.2
mg/mL)

1.2 mg standart serum albuminin 1
ml saf suda ¢oziilmesiyle
hazirlanir.

Coomassie Brillant
Blue yontemi ile
protein tayini

Bradford Reaktifi

Standart BSA ¢ozeltileri

100 mg Coomassie Brillant Blue
G-250, 50 mL % 95’lik etanolde
¢Oziiliir, izerine 100 mL % 85°1ik
H3PO4 eklenir ve toplam hacim 1
L’ye tamamlanur.

Standart BSA’dan 1, 0.9, 0.8, 0.7,
0.6,0.5,0.4,0.3,0.2,

0.1, 0.05 mg/mL’lik
konsantrasyonlarda hazirlanir.

Diyaliz islemi

Aktiflestirme Tamponu
(100 mM NaHCOs-10
mM EDTA pH:7.4)

10 mM PBS

10 mM EDTA-10 mM

PBS

% 0.1 Kloroform

8.4 g NaHCOs ve 3.72 g EDTA
900 mL saf suda ¢oziiliir,
cozeltinin pH’s1 7.4
ayarlandiktan sonra toplam hacim
1 L’ye tamamlanur.

0.863 g Na;HPOQOg4, 0.471 g
NaH2POg4, 8.02 g NaCl ve 0.18 ¢
KCI 900 mL saf suda ¢oziiliir,
¢ozeltinin pH’s1 7.4°e
ayarlandiktan sonra toplam hacim
1 L’ye tamamlanur.

3.72 g EDTA 10 mM PBS
igerisinde ¢oziiliir toplam hacim
1 L’ye tamamlanir.

1 mL kloroform 1 L saf suda
¢Oziiliir.
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SDS-PAGE

Ayirma Jeli Tamponu
(2.5 M Tris-HCI pH: 8.8)

Yigma Jeli Tamponu
(2.0 M Tris-HCI pH: 6.8)

% 10 (w/v) Sodyum
Dodesil Sulfat (SDS)

% 10 (w/v) Amonyum
Perstilfat (APS)

N,N,N',N'-
Tetrametiletilendiamin
(TEMED)

Akrilamid/Bisakrilamid
Cozeltisi (%30 m/v)

Bromofenol Mavisi (% 0,1
m/v)

SDS-PAGE Yiikleme
Cozeltisi

SDS-PAGE Yiiriitme
Tamponu

45.42 g Tris 200 mL

saf suda ¢oziliir, pH: 8.8’¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim
saf su ile 250 mL’ye

tamamlanir ve +4 °C saklanir.

30.28 g Tris 200 mL

saf suda ¢oziiliir, pH: 6.8’¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim
saf su ile 200 mL’ye

tamamlanir ve +4 °C saklanir.

10 g SDS 20 mL saf suda
¢oziiliip hacmi 100 mL’ye
tamamlanir.

1 g APS bir miktar saf suda ¢oziiliir
ve hacmi 10 mL’ye tamamlanir ve
-20 °C’de saklanur.

Orijinal sisesinden kullanildu.

29.2 g akrilamid ve 0.8 g N,N’-
metilen bisakrilamid saf suda
¢oziiliir hacmi 100 mL’ye
tamamlanir ve  +4 °C’de saklanir.

10 mg bromofenol mavisi saf suda
¢oziilir ve hacmi 100 mL’ye
tamamlanur.

150 uL 1 M Tris-HCI (pH: 6.8),
400 uL % 10 SDS, 100 uL % 0,1
bromofenol mavisi, 250 puL % 80
gliserol ve 60 pL 2-
merkaptoetanoliin karistirilmasiyla
hazirlanir ve kiigiik kisimlara
ayrilarak -20 °C’de saklanir.

7.2 g Tris ve 1.5 g glisin yaklagik
480 mL saf suda ¢oziildiikten sonra
tizerine 10 mL SDS (% 10)
¢ozeltisi ilave edilir, pH: 8.3%¢
ayarlanir ve ¢ozeltinin hacmi 500
mL’ye tamamlanir.
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Jel Boyama Cozeltisi 1 g Coomassie Brillant Blue-
R250’nin 62.5 mL glasiyal asetik
asit ve 93.5 mL metanol i¢inde
¢Oziilmesi ile hazirlanir.

Boya Uzaklastirma 100 mL glasiyal asetik asit, 400
Cozeltisi mL metanol ve 600 mL saf suyun
karistirtlmasiyla hazirlanir.

2.2. Yontem
2.2.1. Karbonik Anhidraz izoenzimlerinin Eritrositlerden izolasyonu

Afinite kromatografisi, karbonik anhidraz izoenzimlerinin eritrositlerden
izolasyonunda en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu ¢alismada da Sepharose-4B’ye kenetlenmis
stilfanilamidin kullanildig1 afinite kromatografisi uygulandi. Kolondan ayrilan enzim
eliiatlarindaki istenmeyen bilesenler diyaliz edilerek uzaklagtirildi. Daha sonra enzim

cozeltileri dondurup kurutma (liyofilizasyon) yontemi ile deristirildi.

2.2.1.1. Afinite Jelinin Hazirlanmasi

Afinite jelinin hazirlanmasinda pek ¢ok arastirmada uygulanmis olan Sepharose
4B’nin serbest hidroksil gruplarinin siyanojen bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmesinden
sonra tirozinin kovalent olarak takilmasi ve son olarak siilfanilamidin diazolanarak
kenetlenmesi yolunun izlendigi yontem kullanildi. Tirozin afinite jelinin uzanti kolu
olarak, siilfanilamid ise karbonik anhidrazin spesifik bir inhibitorii olmasi nedeniyle enzimi

kolonda tutmak amaciyla kullanildi.

2.2.1.1.1. Sepharose-4B’nin Aktiflestirilmesi

Aktiflestirilmis Sepharose-4B jelini hazirlamak i¢in 20 mL jel buz banyosunda
soguk saf su ile birkag kez yikandi ve her yikama sonunda sulu kisim uzaklastirildi. Son
olarak jel esit hacimde saf su ile birlestirildi. Bu siispansiyon manyetik karigtirict ile
yavagca karistirildigi sirada ilizerine 4 g toz halindeki CNBr ilave edildi. CNBr toksik

oldugundan bu islemler ¢eker ocakta kapali ortamda yapildi. Buz banyosunda karigtirma
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islemi devam ederken ortamin pH’sin1 11°e getirmek icin 4 M NaOH ¢ozeltisi yavas yavas
ilave edildi ve ortamin sicakligini diisiik tutmak icin ara ara saf sudan hazirlanmis buz ilave
edildi. Yaklasik 15 dk sonra pH 11°de sabitlenince, ortama bol miktarda buz ilavesi yapilip
karisim Buchner hunisinden siiziildii. Son olarak 250 mL soguk 0.1 M NaHCO3 (pH:10)
¢ozeltisi ile yikama yapildi ve jel bir behere aktarildi. Islemler sirasinda gerceklesen

reaksiyon Sekil 20’de gosterilmistir.

OH OCN
(0°C,pH=11.0)
+ BrCN e
-HBr
HO HO
Sepharose-4B Aktiflesmis Matriks

Sekil 20. Sepharose-4B Jelinin Aktiflestirilmesi

2.2.1.1.2. Tirozin Takilmasi

0.1 M NaHCO3 tamponu ile yikanmis jel lizerine, ayn1 tamponun 40 mL’sinde 80
mg L-tirozin ¢oziinmesiyle hazirlanan ¢ozelti ilave edildi. Aktiflestirilmis Sepharose-4B
jelinin pH’sin1 11°de sabitledikten sonra, jelin tamponla yikanmasi ve tirozin ¢ozeltisi ile
karistirilmasi1 iglemleri 90 saniyeyi gecmeyecek sekilde yapilmaya calisildi. Siirenin
uzatilmasi halinde kararlilig1 oldukga diisiik olan CNBr ile aktiflestirilmis gruplar (—-OCN)
tekrar —OH gruplarina doniisiir ve tirozin takilmasi miimkiin olmaz. Siispansiyonu +4
°C’de 2 saat siireyle buz banyosunda yavasca karistirarak tirozin baglanmasi tamamlanmig
oldu. Ardindan +4 °C’de 16 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda jel yikama suyu 280
nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol saf su ile yikandi. Bu sekilde reaksiyona
girmemis tirozin ortamdan tamamen uzaklastirildiktan sonra jel bir de 100 mL 0.2 M
NaHCOs (pH: 8.8) ile yikandi. En son asamada tirozin takili jel ayn1 tamponun 40 mL’si

icerisine alind1. Islemler sirasinda gerceklesen reaksiyon Sekil 21°de gosterilmistir.
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VR

OCN

H

|
—1 + HaN-C-HLC —@OH
_— COOH

Tirozin

HO

Aktiflesmis Matriks (_,.4% , pH=10.0)

Tl‘ ll‘l-lH y COOH
0—C COOH O—C—N—CH-CH>
Il
— H.N—CH—CH, —
+
——
— OH
HO OH HO

Sepharose-4B-L-tirozin

Sekil 21. Aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

2.2.1.1.3. Siilfanilamid Kenetlenmesi

25 mg siilfanilamid buz banyosunda 10 mL 1 M HCI igerisinde ¢oziildii. Buz
banyosunda bekletilen 75 mg NaNO> igeren 5 mL ¢6zeltiden damla damla stilfanilamid
¢ozeltisine ilave edildi. Yaklasik 10 dk igerisinde amonyaga benzer keskin bir koku
gelmesi ile siilfanilamid ¢o6zeltisinin diazolandig1 anlasildi. Hazir olan stilfanilamid
¢oOzeltisi, igerisinde sepharose-4B-L-tirozin bulunan 40 mL siispansiyon iizerine ilave
edildi. Stispansiyonun pH’st 1 M NaOH ¢ozeltisi ile 9.5’e ayarlandi, jelin rengi pH 8
civarindayken kirmiziya donmeye basladi. pH: 9.5’deki kirmizimsi renkteki jel oda
sicakliginda 3 saat yavasga karistirildi. Bu islemlerden sonra jel Buchner hunisinden
sliziildii ve 6nce 1 L saf su sonra 200 mL 0.05 M Tris-SO4 (pH: 7.4) tamponu ile yikandi.
Bu islemleri yaparken jelin kurutulmamasina dikkat edildi. Bu yikamalardan sonra jel Tris-
SO4 (pH: 7.4) tamponu igerisine alind1 ve kolona yiiklenene kadar +4 °C’de bekletildi.

Islemler sirasinda gergeklesen reaksiyon Sekil 22°de gosterilmistir.
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SO_NH
2
SO,NH,
( NaNO,+ HC1) Z
- >
0 S
N,C1°
NH, 2
Silfanilamid
Sepharose-4B-L-tirozin
pH=95
NH
1w §OOH

0—C—N—CH—CH,

N=N @—sozw ,
OH

Afinite jelinin son hali

HO

Sekil 22. Sepharose-4B-L-tirozin’e diazolama araciligiyla siilfanilamidin
kenetlenmesi reaksiyonlar1

2.2.1.2. Kan Temini ve Hemolizat Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan insan kam, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Farabi Hastanesi Kan Bankasindan son kullanma tarihi heniiz gegmis ve gerekli testlerden
gecirilmis kanlardan temin edildi. Insan kan1 kullanimu igi etik kurul belgesi (2015/119)
alind1 (Ek 1).

Sigir kan1 ise mezbahadan taze olarak alindi ve bekletilmeden ayirma islemine
baslandi. Sigir kan1 alinacak kap igerisine kanin pithtilagmasini 6nlemek i¢in 6nceden
antikoagiilan hazirlandi. Bunun i¢in asit-sSitrat-dekstroz (ACD) c¢dozeltisi antikoagiilant
olarak kullanildi. 100 mL kana hazirlanan bu ¢ozeltiden 15 mL ilave edilir. Boylelikle
hem pihtilasma 6nlenmis hem de eritrositler i¢in uygun bir beslenme ortami hazirlanmis
olundu.

Oncelikle eritrositleri ayirmak igin alinan taze kan 10 mL’lik santrifiij tiiplerine
doldurularak 15 dakika 2500 rpm’de santrifiijlendi. Santrifiijden c¢ikarilan tiiplerin iist
kisminda bulunan plazma ve lokosit tabakasi pastor pipeti ile dikkatli bir sekilde alindi.

Tiiplerin alt kisminda kalan eritrositler izotonik tuz ¢ozeltisiyle (% 0.9 NaCl) ii¢c defa


https://tr.wikipedia.org/wiki/Kan
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yikandi. Yikamalar sirasinda her defasinda 2500 rpm’de 15 dakika boyunca
santrifiijlenerek iistteki kismin uzaklagtirilmasi iglemleri tekrarlandi. Elde edilen eritrositler
hacimlerinin 1.5 kat1 soguk saf su ile hemoliz edildi. Daha sonra eritrositlerin tam olarak
hemoliz olmasi i¢in +4 °C’de yarim saat magnetik karistirici ile karistirildi. Elde edilen
hemolizat igerisinde bulunan eritrosit hiicre zarlarin1 uzaklastirmak amaciyla +4 °C’de
20.000 rpm’de 40 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 listteki hemolizat pastor pipet ile
almarak bir beherde toplandi. Islem sirasinda alt kistmdaki hiicre zarlaridan olusan kismin
alinmamasma dikkat edildi. Hemolizat manyetik karistiricidda karisirken katt  Tris
kullanilarak pH’s1 8.7’ye ayarlandi. Bu sekilde kolona verilene kadar +4 °C’de saklandi.

En geg birkag giin igerisinde hazirlanan hemolizat kolona verildi.

2.2.1.3. Kolonun Hazirlanmasi (Paketlenmesi) ve Hemolizatin Kolona
Uygulanmasi

Hazirlanmis olan afinite jelin {ist kismindaki sivi uzaklastirildi ve dengeleme
tamponu (25 mM Tris-0.1 M NaxSOs, pH: 8.7) ilave edildi. Ayn1 zamanda alt ucunda
sinterlesmis camdan olusan siizme sistemi bulunan kolon da dengeleme tamponu ile
dolduruldu ve peristaltik pompa ¢alistirilarak borularin dengeleme tamponuyla dolmasi
saglandi. Ardindan kolonun iist kismi kapatilarak borunun ucu dengeleme tamponuna
daldirilip boru sisteminin tamponla dolmasi ve kabarcik kalmamasi saglandi. Kolondaki
s1v1 seviyesi kolonun {ist kismindan az asagida olacak ve cam kismindan goriilecek sekilde
ayarlandi. Daha sonra eluat akis hiz1 saatte 20 mL olacak sekilde peristaltik pompa doniis
hiz1 ayarland1 ve borunun ucu jel slispansiyonuna daldirilarak jel kolona yavasca yiiklendi.
Jelin kolona paketlenmesi sirasinda jelde herhangi bir kabarcik ve gatlak olusmamasina
0zen gosterildi. Bu islemlerin ardindan akis hiz1 20 mL/saat olacak sekilde sabit tutulup, jel
dengeleme tamponu ile 24 saat boyunca dengelenmeye birakildi. Bu hiz enzimlerin
eliisyonunda da aynen uygulandi.

Sigir ya da insan eritrositlerinden elde edilen hemolizat yiikklenmesi, uygulamaya
hazir hale getirilen sisteme akis hizi degistirilmeden dengeleme tamponundan ¢ikarilan
borunun ucunun hemolizat icerisine daldirilmasiyla yapildi. Hemolizat yiiklemesi
tamamlandiktan sonra hemolizattan kaynaklanan istenmeyen biitiin bilesikleri kolondan
uzaklastirmak icin sisteme yikama tamponu (25 mM Tris-22 mM NaxSOs4, pH: 8.7)

yiiklendi. Boylece sigir karbonik anhidraz enzimi ya da insan karbonik anhidraz | ve Il
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izoenzimleri kolonda tutturuldu. Yikama islemine hemoglobinden kaynaklanan kirmizi
rengin kaybolmas: ile eluatin 280 nm’deki absorbans degeri 0.02’nin altina diigiinceye

kadar devam edildi.

2.2.1.4. Karbonik Anhidraz | Eliisyonu

Kolana tutturulan karbonik anhidraz | izoenziminin afinite kolonundan eliisyonu
i¢cin karbonik anhidraz I eliisyon tamponu (50 mM NaHPOs; - 1 M NaCl, pH: 6.3)
kullanild1. 20 mL/saat akis hiz1 ile 15 dakikada bir tiip degistirilerek SmL’lik kisimlar
halinde enzim cam tiiplere toplandi. Bu isleme eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslar
0.02’nin altina diisene kadar devam edildi. Tiiplerde toplanan eluatlar testlerde kullanilana

kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

2.2.1.5. Karbonik Anhidraz II Eliisyonu

Karbonik anhidraz I izoenziminin afinite kolondan alinmasinin ardindan karbonik
anhidraz II eliisyon tamponu (0.1 M CH3COONa-0.5 M NaClOs, pH: 5.6) kolona akis hizi
20 mL/saat olacak sekilde uygulandi. Eliiatlar 5’er mL’lik fraksiyonlar halinde cam tiiplere
toplandi. Bu isleme tiiplerde toplanan eliiatlarin 280 nm’deki absorbanst 0.02’nin altina
diisiinceye kadar devam edildi ve eliiatlar testlerde kullanilana kadar +4 °C’de mufahaza
edildi. Elisyon islemi tamamlandiktan sonra afinite kolonuna tekrar dengeleme tamponu
yiikklendi ve bir sonraki kullanima kadar dengeleme tamponu i¢inde kolonda +4 °C’de

saklandi.

2.2.1.6. Sigir Karbonik Anhidraz Eliisyonu

Kolona yiiklenen sigir hemolizatinin ardindan, kolonda tuttulan sigir karbonik
anhidraz enziminin kolondan eliisyonu igin sigir karbonik anhidraz eliisyon tamponu (0.1
M CH3COONa - 0.5 M NaClOs, pH: 5.6) 20 mL/saat akis hiz1 ile kolona uygulandi. Her
15 dakikada bir 5’er mL’lik enzim cam tiiplere toplandi. Enzim toplama islemine 280
nm’deki absorbans 0.02’nin altina diisiinceye kadar devam edildi ve eliiatlar +4 °C’de
muhafaza edildi. Eliisyon isleminin ardindan kolona dengeleme tamponu verildi ve bir

dahaki hemolizat yiiklenmesine kadar jel +4 °C’de saklandi.
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2.2.2. Protein Tayini
2.2.2.1. Yan Kantitatif Protein Tayini

Metodun esasi, proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin 280 nm’de
maksimum absorbans gostermesine dayanmaktadir (Segel, 1968). Tiiplerde 5’er mL’lik
kisimlar halinde toplanan biitiin fraksiyonlarda yari kantitatif protein tayini yapildi.
Tiiplerdeki eluatlar kuvars kiivetlere alinarak, 280 nm’deki absorbansi eliisyonda

kullanilan tampona kars1 okundu. Bu 6l¢iimler protein varligini teyit etmek i¢in kullanildi.

2.2.2.2. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Ayrica eluatlardaki enzim miktarinin ve aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmak
tizere modifiye Bradford metodu (Coomassie Brillant Blue yontemi) ile protein miktarlar
belirlendi. Yontemin esas1 fosforik asitli ortamda proteinlere Coomassie Brillant Blue
G250’nin baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans
vermesine dayanmaktadir. Boyanin proteine baglanmasi c¢ok hizli olup ydntemin
hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford, 1976).

Bu metoda gore dncelikle 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden sigir serum albiimin
(Bovine Serum Albumin, BSA) standardi hazirlandi. Bu stok protein ¢ozeltisinden tiiplere
ayr1 ayr1 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL alindi ve saf su ile tiim tiplerin hacmi
100uL’ye tamamlandi. Daha sonra tiiplere 5 mL Coomassie reaktifi ilave edildip
vortekslendi ve tiiplerin 595 nm’deki absorbans degerleri kore karsi dlgiildii. Kor olarak saf
su kullanild.

Testlerde numune hacmi olarak 100 pL eluat alindi. Uzerine dogrudan Coomassie
reaktifi ilave edildi. Kor olarak da protein ¢ozeltisi yerine 100 uL numunelerdeki tampon
(eliisyon tamponu) kullanildi.

Absorbans degerlerine karsilik gelen mg/mL protein degerleri standart grafik haline
getirildi. Protein tayini yapilan numuneler i¢in de aym yontem uygulandi ve standart
grafikten miktar tayini yapildi.
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2.2.3. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

Tiiplerde toplanan eliiatlarda karbonik anhidraz aktivite tayinleri hidrataz ve esteraz

aktivitesi olmak tizere iki yontemle yapildu.

2.2.3.1. Hidrataz Aktivitesi Tayini

Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi bazi degisiklikler yapilan Wilbur-Anderson
yonteminde gore yapildi. Yontemin esast ortamda substrat olarak bulunan COz’in
hidrasyonu sonucu ortaya ¢ikan H* iyonunun ortamin pH’sin1 8.2°den 7.0’a diisiirmesi i¢in
gecen siirenin dlglilmesine dayanmaktadir (Wilbur ve Anderson, 1948).

Aktivite Ol¢iimi 0 °C de pH dislisiiniin takibiyle potansiyometrik metod ile
Ol¢iildii. Ortamin pH’ smin ayarlanmasinda HEPES (2.5 mM pH: 8.8) kullanild1 ve
substrat ¢ozeltisi olarak da buz banyosunda saf suyun icerisinden 45 dakika siireyle CO>
gecirilmesiyle elde edilmis olan doygun CO2 ¢ozeltisi kullanildi. Ayrica deney sirasinda
CO: konsantrasyonunu doygun seviyede tutmak igin saf su igerisinden CO> gaz1 diisiik
hizda gecirilmeye devam edildi.

Yonteme goére, numune tiiptine konulan 100 pL eluat iizerine 2.4 mL HEPES (2.5
mM pH: 8.8) ve 2.5 mL % 100 CO: gaz ile doyurulmus saf su ilave edildi ve hizlica
vortekslendi. pH-metrenin elektrodunun ¢evresi parafilmle iyice sarilip reaksiyon tiipiiniin
icine gaz kacagi olmayacak sekilde yerlestirildi ve reaksiyon tiipii buz banyosunun
igerisinde tutuldu. COz ¢ozeltisi katildigr andan itibaren bir kronometre yardimiyla pH’ nin
8.2°den 7.0’a diismesi igin gecen siire kronometre ile belirlendi (t,). Kor olarak hazirlanan
tiipe ise enzim yerine 100 puL enzim eliisyon ¢ozeltisi ilave edildi ve yine son olarak CO2
cozeltisi ilave edilir edilmez, kronometre yardimiyla pH’nin 8.2°’den 7.0’a diismesi igin
gegen siire kronometre ile belirlendi (to). Tiim Slglimler en az iki paralel ¢alisildl ve gegen
stirelerin ortalamasi alindi. Yonteme gore karbonik anhidraz aktivitesi icin bir enzim
iinitesi (EU) enzimsiz olarak meydana gelen CO: hidratasyonu siiresini yariya indiren
enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Yani; EU= (to-tn/ta) formiiliine gore kullanilan

enzim ¢o6zeltisi hacmi igin enzim tnitesi hesaplandi.
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2.2.3.2. Esteraz Aktivitesi Tayini

Yontemin esasi, karbonik anhidrazin esteraz aktivitesine sahip olmasina
dayanmaktadir. Metoda gore, enzim substrat olarak kullanilan p-nitrofenil asetati 348
nm’de absorbsiyon veren p-nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz etmektedir (Sekil 23).
p-nitrofenoliin 348 nm’deki molar absorptivite katsayis1 (€) 5.4x10° Mlecm? dir
(Verpoorte ve Mehta, 1967).

O

I CA
NOZOOCCH3 + H0 =—— NOZO—OH + CH3COOH

p-nitrofenil asetat su p-nitrofenol asetik asit

Sekil 23. p-nitrofenilasetatin hidroliz reaksiyonu

p-nitrofenol ve p-nitrofenolat’in her ikisi de 348 nm’de ayni absorbansi
gostermektedir. Bu yiizden fenol grubundaki H* iyonunun ayrisip ayrismamasi olgiimii
etkilememektedir ve 348 nm’de p-nitrofenilasetatin ¢ok az absorbsiyona sahip oldugundan,
kor olarak kullanilmaktadir (Armstrong vd, 1966).

Calismada kullanilan p-nitrofenil asetat (substrat) ¢ozeltisi giinliikk taze olarak
hazirlandi. Substrat ¢ozeltisini esterin sinirli ¢oziiniirliiglinden dolayr 3 mM’ dan daha
konsantre hazirlamak miimkiin degildir. Ayrica aseton diger organik ¢oziiciilere nispeten
hidroliz reaksiyonunu en az inhibe ettigi i¢in substrat hazirlanmasinda kullanilmistir
(Armstrong vd, 1966). pH’st 7.4 olan 0,05 M Tris-SOs tampon ¢ozeltisi ile enzim
¢Ozeltisinin tamponlanmasi saglanmaistir.

hCAI, hCAII izoenzimleri ve BCA enzimi saflastirildiktan sonra tiiplerde toplanan
eluatlarda ve diger inhibisyon caligsmalarinda enzim aktivitesi belirlenirken esteraz aktivite
Olciimii yapilmistir. Bunun i¢in 2 mL’lik kuvars kiivetler kullanilarak Olciilen aktivite
tayini islemleri i¢in eluatlarin aktivitesine bakilmistir. Karbonik anhidrazin esteraz
aktivitenin 6l¢timii i¢in reaksiyon karigimini olusturan maddelerin ortama katilma sirasi

Tablo 6’ya gore uygulandi.
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Tablo 6. Esteraz aktivite tayini i¢in pipetleme prosediirii

flave Edilen Cézeltiler llave hacmi (uL)
Kontrol Numune

Tris-SO4 tamponu (0,05 M; pH: 7.4) 500 500

Saf su 100 100

Enzim ¢ozeltisi - 150

Enzim eliisyon tamponu 150 -

3 mM p-nitrofenilasetat 750 750

Toplam hacim 1500 1500

Tablo 6’daki reaksiyon karigimi, ginliik hazirlanmis substrat ¢ozeltisi olan p-
nitrofenil asetat ilavesi ile vortekslendi. Karistirmayi takiben 15. dakikada 348 nm’de p-
nitrofenol ve p-nitrofenolattan kaynaklanan absorbans oOl¢iildii. Kor olarak tamponlanmig
enzimin hazirlanmasinda kullanilan tampon kullanildi. Enzimin aktivitesi dis1 meydana gelen
absorbansi bertaraf etmek i¢in de kontrol olarak enzimsiz deneme yapildi ve okunan absorbans

enzimli Ol¢iilen degerlerden ¢ikarildi.

2.2.4. Saflastirilan Enzim Cozeltisine Diyaliz Uygulanmasi

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki tampon bilesenlerinin
ortamdan uzaklastirilmas1 amaciyla diyaliz islemi uygulandi. Bu islem ig¢in seliiloz
asetattan yapilmis, gozenekli ve kiiclik molekiilleri gegiren ancak biiylik molekiilleri
gecirmeyen yar1 gecirgen bir membrandan olusan diyaliz torbasi kullanildi.

Diyaliz torbasimin hazirlanmasi (aktiflestirilmesinde) isleminde istenen boyutta
kesilen diyaliz torbasi 1L’lik beher igine yerlestirildi. Daha sonra behere aktiflestirme
tamponu (100 mM NaHCOs3-10 mM EDTA pH: 7.4) ilave edilerek 60 °C’de 2 saat
boyunca ¢ok yavas bir sekilde karistirilir. Bu siirenin sonunda tampon uzaklastirildi ve
islem tekrarlandi. Ardindan diyaliz torbasi saf sudan gecirilip yine 60 °C’de 1 saat diisiik
hizda karigtirlldi ve sivi kisim uzaklastirilip ¢ozelti berraklagincaya kadar bu islem
tekrarlandi. Son olarak +4 °C’ye yavasca sogutulduktan sonra, diyaliz torbast kullanilana

kadar % 0.1’lik kloroformda saklandi.
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Diyaliz islemi protein aktivitesindeki kaybi en aza indirebilmek i¢in +4°C’de
yapildi. Diyaliz torbasindaki enzim ¢ozeltisi dnce 10 mM EDTA-10 mM PBS igerisinde 12
saat siireyle ve sonra 10 mM PBS ig¢inde 12 saat siireyle diyaliz edildi. Kii¢iik molekiiller
membrandaki osmotik basing dengelene kadar serbestge membrandan gegirildi ve dengeye
geldiginde molekiillerin dis tampona ge¢mesi durdugu igin her 4 saatte bir tampon
uzaklastirildi ve islem tekrarlandi. Diyaliz esnasinda bazi enzimlerin aktivitesi i¢in gerekli
olan koenzimler veya kofaktorler diyalizle ayrilabilir. Bu yiizden ilgili enzim aktivitesi
diisiik olabilir veya hi¢ goriilmeyebilir. Bu sebeple diyaliz sonrasi ilgili enzimin koenzim
veya kofaktorii tampona eklenebilir. Diyaliz islemi biten numuneler liyofilize edildi ve -20

°C de islem yapilana kadar sakland.

2.2.5. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

Afinite kromatografisi ile insan ve hayvan eritrositlerinden elde edilen karbonik
anhidraz enzimlerinin safliginin kontrolii i¢in SDS-PAGE modifiye Laemmli metoduna
gore yapildi (Laemmli, 1970). SDS-PAGE elektroforezin uygulanmasi jelin hazirlanisi,

ornegin hazirlanis1 ve jele uygulanisi ve jelin boyanmasi asamalarindan olugsmaktadir.

2.2.5.1. SDS- PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Jel hazirlanmadan oOnce elektroforez camlar1 kirliliklerin giderilmesi ve jelin
sizmamasi i¢in Once say su ile daha sonra etil alkol ile temizlendi. Temizlenen camlar bir
pecete ile kurulandi. Ardindan uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina
yerlestirildi. SDS-PAGE, Tablo.7’de oranlar1 verilen % 5°lik yigma jeli ve % 12’lik ayirma
jeli kullanilarak gerceklestirildi.
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Tablo 7. % 5 ve % 10’luk SDS-PAGE hazirlanisinda kullanilan madde miktarlar

Bilesenler % 5’lik Yigma Jeli %0 10’luk Ayirma Jeli
Saf Su 2.7mL 4 mL

% 30’luk akrilamid/bisakrilamid 0.67 mL 3.3mL

1.5 M Tris Tamponu ( pH: 8.8) - 2.5mL

1.0 M Tris Tamponu ( pH: 6.8) 0.5mL -

% 10’luk Amonyum persiilfat 0.04 mL 0.1mL

SDS (% 10 w/iv) 0.04 mL 0.1 mL

TEMED 0.005 mL 0.005 mL

Sisteme Oncelikle ayirma jeli yiiklendi. Bunun i¢in yukarida Tablo 7°de verilen
kimyasallar sirasina ve miktarina gore 50 mL’lik bir beherde karistirildi. % 10’luk ayirma
jeline en son TEMED ilave edilerek polimerlesme baslatildi. Polimerlesmenin
baslatilmasiyla birlikte hazirlanan % 10’luk ayirma jeli kisa camin st kismindan 1 cm
asagisia kadar eklendi. Bu kisma saf su eklenerek hava ile temasi kesildi. Daha sonra 40
dakika kadar polimerlesmenin tamamlanmasi beklendi. Bu siirenin sonunda jelin
tizerindeki saf su dokiilerek uzaklastirildi ve geriye kalan az miktardaki saf su kagit
mendille emdirilerek jelin iizerinden alindi. Daha sonra ayirma jeline benzer sekilde Tablo
7°deki oranlara gore hazirlanan % 5°lik yigma jeli hizlica camlar arasinda kalan 1 cm’lik
bosluga eklendi. Cam levhaya dokiilen yigma jelinin iizerine kuyucuklar olusturmak icin
alkolle dezenfekte edilen tarak dikkatlice yerlestirildi. Hava kabarcigi kalmamasia dikkat
edildi.

2.2.5.2. SDS- PAGE Uygulanmasi

Polimerizasyonun tamamlanmasindan sonra camlar tanktaki haznesine dikkatlice
yerlestirildi. SDS-PAGE vyiiriitme tamponu (tank tamponu) tank iizerinde belirtilen
noktalara kadar dolduruldu. Tanka tampon doldurulduktan sonra tarak kuyucuklara zarar
vermeden ¢ikartildi. Yiriitiilecek 6rneklerin (proteinlerin) iizerine uygun miktarda SDS-
PAGE yiikleme ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra jele uygulanacak olan 6rnek 10 dakika,
standart (markir) 5 dakika termoblok’ta 95 °C’de denatiire olmasi igin bekletildi. Bu

sekilde denatiire olan proteinler Hamilton siringast yardimi ile kuyucuklara 20 pL
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yiklendi. Jel tamamen tampon igerisinde kalacak sekilde elektroforez kiivetine
yerlestirildi. Gli¢ kaynagi ile jele 100V 30 mA elektrik akimi verilerek proteinlerin ayrisma
islemi gercgeklestirildi.

Yiiriitme islemi bittikten sonra jel tanktan ¢ikarildi ve saf suyla yikandi. Iki cam
arasma spatula sokularak camlar birbirinden dikkatlice ayrildi. Jelin artik kisimlari (jelin
kenar kisimlari, kuyucuklar gibi) spatula ile kesilip atildi. Daha sonra jel bir kaba alinip
tizerini Ortecek kadar jel boyama cozeltisi ilave edilip 10 dakida 70 rpm’de ¢alkalayici
tizerine birakildi. Boyamadan sonra jeldeki fazla boya, protein bantlar1 goriiniir hale gelene
kadar boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile 70 rpm’de yikandi. Jel goriintiileme sistemi ile SDS-

PAGE elektroforez sonucu jel iizerinde goriinen ilgili enzim belirlendi.

2.2.6. Numunelerin Hazirlanmasi
2.2.6.1. Cay Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan 2. Nevi Siyah Cay, Antik Yesil Cay, beyaz ¢ay, ¢ay ¢Opli ve
cay lifi 2016 yilinin 1. Siirgiin ¢ay numuneleri olarak Rize’de bulunan CAYKUR
Giindogdu Cay Fabrikasin’dan, bitkisel ¢aylar yerel aktar ve marketlerden temin edildi.
Ayrica karsilastirma yapmak i¢in farkli siirgiinlere ait Altinbag Klasik Siyah Cay, Organik
Hemsin Siyah Cay ve Organik Ziimriit Yesil Cay numuneleri de gay satis noktalarindan
temin edildi.

Siyah ¢ay, yesil ¢ay, beyaz cay, ¢ay ¢opii, cay lifi ve bitkisel ¢gay numunelerinin
hepsi bu boliimle birlikte ¢ay ekstraktlar1 olarak bahsedilecektir. Calismada kullanilan sulu

cay ekstraktlar1 Tablo 8’de kodlar ile birlikte verilmistir.
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Tablo 8. Cay ekstraktlarinin kodlar1

Cay ekstraktlar1 Kodlan Cay ekstraktlar Kodlan
Ihlamur IHS 2. Nevi Siyah Cay NCS
Tar¢in TAS Altinbas Klasik Siyah Cay ~ ALS
Adacay1 ADS Organik Hemsin Siyah Cay OHS
Kusburnu KUS Antik Yesil Cay AYS
Ekinezya EKS Organik Ziimriit Yesil Cay  OYS
Papatya PAS Beyaz Cay BCS
Karanfil KAS Cay Lifi CLS
Nane NAS Cay Copt CCS

Bitkisel ¢aylar ayr1 ayr1 metal bir blender yardimiyla 6giitiildiikten sonra diger ¢ay
numuneleri ise satisa sunulan haliyle 10’ar gram hassas terazi ile tartildi. Daha sonra 100
mL saf su kaynatilip 3-4 dk bekletilerek termometre ile sicaklik 85 °C’de sabitlendikten
sonra tartilan ¢ay ekstraktlarina eklenerek ¢ay demleme islemi yapildi. Ekstraksiyon
isleminden 15 dakika sonra ¢ay ekstraktlar1 dnce 2500 rpm de 30 dakika santrifiij edildi
sonra mavi banth slizge¢ kagidindan ve ardindan gdzenek boyutu 0,45 pm’lik siringa
filtresinden gecirildi. Filtreden geg¢irilen ¢ay ekstraktlarindan belirli hacimlerde alinip
evaporatorde ¢oziiciileri ugurularak numunelerin son konsantrasyonlart 10 mg/mL olarak
ayarlandi. lhlamur ve tar¢gin numunelerinde ¢6ziinlirlik ve slizmede karsilasilan
problemlerden dolay1 konsantrasyonlart 5 mg/mL olarak ayarlandi. Biitiin numuneler 2

mL’lik ependorflarda -18 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.2.6.2. Gida Katki Maddelerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan farkl firmalara ait gida katki maddeleri Trabzon Gida Kontrol
Laboratuar’’ ndan temin edildi. Kurkumin, sakkarin ve butil hidroksi toluen (BHT)
DMSO’da ¢oziilerek hazirlanirken diger gida katki maddeleri ise saf suda ¢oziilerek
hazirlandi. Calismada kullanilan gida katki maddelerinin E kodlari, molekiil sekilleri ve

molekiil agirliklar1 Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Calismada kullanilan gida katki maddelerinin E kodlar1, molekiil sekilleri ve

molekiil agirliklar

No | E Bilesik Ad1 Molekiil Sekli Molekiil
Kod Agirhgi
(g/mol)
1 | 131 | Patent Blue V o0 0,0 1159.45
(Food Blue 5, o 2 HO
Sulphan Blue) 0.0
$S0,0° 2
HsC CH H3C
CHs O \ 3c 3
N \_
\_CH3 CHs H3C
HaC
2 | E129 | AlluraRed AC Na® o 496.43
3 E102 | Tartrazin 534.35
4 | E124 | Ponceau 4R 604.46
5 | E110 | Sunset  Yellow HO 45236
FCF N ‘
IORRG
NaSO3 SO;Na




Tablo 9’un devami

57

6 | E133 Eg::”am Blue e\ 792.84
7 | E151 g\illliant Black 867.69
g | E127 | Eritrosin B 879.87
g | E123 | Amarant 604.48
10 | E132 | Indigo karmin 466.36
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11 | E100 | Kurkumin HO OH 368.37
(Natural Yellow ‘ O
3, turmerik 0 = N 0
yellow) &Hs 0O o© Ehy
12 | E120 | Karminik asit OH O 492.39
13 | E954 | Sakkarin 0 183.18
J
@jNH
/
//S\\o
0
24 | E950 | Asesiilfam K W 201.242
07 N K"
Mo
15 | E951 | Aspartam 294.301
1
H3N | N O
H |
5 i 0
\”/
@)
16 | E330 | Sitrik asit o. JOH 192.12
P
HO OH
OH
17 | E210 | Benzoik Asit O _OH 122.12
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Tablo 9’un devami

18 | E200 | Sorbik asit 0 112.13

HngOH

19 | E300 | Askorbik asit HO 176.12
: H
HO OH

20 | E321 | Butil hidroksi OH 220.36

toluen (BHT)

2.2.7. Cay Ekstraktlarinin HPLC-DAD-UV Cihazi ile Fenolik Bilesen Analizi
2.2.7.1. Kromatografik Analiz i¢in Standartlarin Belirlenmesi

Calismanin bu kisminda cay ekstraktlarinda HPLC-DAD-UV kullanilarak fenolik
bilesen analizi yapilmistir. Bunun igin literatiirde yaygin olarak kullanilan fenolik
standartlarin yani sira laboratuarda bulunan fenolik standartlar kullanilmigstir. Kullanilan 15
standart molekiil sekilleri, molekiil agirliklart ve maksimum dalga boylar1 ile Tablo 10°da

verilmistir.
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Tablo 10. HPLC analizinde kullanilan fenolik standartlarin yapisi

No Standardin adx Standardin molekiil Standardin DAD’da
sekli molekiil maksimum
agirhgi dalga boyu
(9/mol) (nm)
1 Gallik asit 0 OH 170.12 274
HO OH
OH
2 Protokatekuik asit 0\5 OH 154.12 260
OH
OH
3 Protokatekualdehit OE 5“ 138.12 280
OH
OH
4 | p-OH Benzoik asit OESOH 138.12 260
OH
5 | Katesin 290.27 274
6 | Klorojenik asit MO, cop 168.15 324
0]
At
oo .9
OH OH
OH
7 Vanilik asit o OH 354.17 260

OCHs
OH
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Tablo 10’nun devami

8 Kafeik asit 0 180.10 324
HO
9 Siringik asit OH 198.17 274
H3CO~ i _OCH;
07 SoH
10 | Vanilin % H 152.15 280
50/ CH3

11 | Siringaldehit 182.18 308

OH
_0
HsCO OCHj
OH
12 | p-Kumarik asit 164.16 308
OH

13 | Ferulik asit 0 194.19 324
CH3OIJ/\)|\
OH
HO
14 | Sinapik asit Q 224.21 324
H4CO X
OH
HO;@/\*
OCHjy
15 | Benzoik asit 0 122.12 240

Y

2.2.7.2. Standartlarin ve Numunelerin Hazirlanmasi

Tablo 10°da verilen her bir standardin 10 mM 2 mL’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Biitiin standartlarin ¢oziiciisii % 40’lik metanol-ultra saf su olup, standartlarin tartilan

miktar: 6nce metanolde ¢6ziildi daha sonra ultra saf su ile istenilen hacme tamamlandi.
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Son konsantrasyonlari 5 ve 10 mg/mL olan ¢ay ekstraktlari, kromatografik analiz
icin oncelikle 0,45 pm por biiyiikliigiine sahip tek kullanimlik siringa filtreden gegirildi ve
20 uL enjeksiyon yapilarak optimize edilen metot (Tablo 11) ile HPLC-DAD-UV’de
yuritiildi.

2.2.7.3. HPLC-DAD-UYV Kosullar1 ve Standartlarin Kalibrasyonu

Biitiin HPLC-DAD-UV analizleri Agilent (Waldbronn, Almanya)’in 1100 serisine ait
3’li ¢Oziicli pompasi, gaz gidericisi (degasser) ve ultra viyole dedektori (UV) ile 1200
serisine ait diyot serili dedektorii (DAD) kullanilarak yapildi. Cihaz Chem Station
programi ile (Agilent) kontrol edildi. Tiim analizlerde bir Ace 5 C18 kolon (250 mm x 4.6
mm i.d., 5 pm partikiil; UK) ve Hamilton siringa (25 uL) kullanildi. Hareketli faz A: %
0,5 asetik asit icinde % 50-50 asetonitril-ultra saf su, B: % 100 HPLC gradient kalitesinde
asetonitril ve C: % 2’lik asetik asit-ultra saf su ¢ozeltisinden olusmaktadir. Hareketli faz
¢oziicli sisteminde pH’y1 diisiirmek ve kullanilan standartlar1 yiiksiizlestirmek amaciyla

asetik asit kullanildi. Eliisyonda takip eden gradient Tablo 11’de verilmistir.

Tablo 11. Standartlarin ve cay ekstraktlarindaki fenolik bilesenlerin ayrilmasinda
kullanilan hareketli faz gradient programi

No Zaman %A % B %C Akis hizi Maksimum
(dk) coziiciisii  ¢Oziiciisii  ¢ozicisiic  (mL/dk)  Basing (bar)
1 0.00 10.0 0 90.0 0.700 275
2 10.00 15.0 0 85.0 0.700 275
3 35.00 50.0 0 50.0 0.700 275
4 37.00 90.0 0 10.0 0.700 275
5 39.00 20.0 80.0 0 0.700 275
6 43.00 20.0 80.0 0 0.700 275
7 44.00 10.0 0 90.0 0.700 275
8 45.00 10.0 0 90.0 0.700 275

Enjeksiyon hacmi 20 pL ve akis hizi 0.7 mL/dk idi. Kolon sicakligr 25 °C’ye
ayarlandi. UV dedektorii 280 nm’de, DAD dedektorii ise 8 farkli dalga boyunda (240, 254,
260, 274, 280, 308, 324, 348 nm) calistirildi. DAD’da belirlenen dalga boylari, literatiirde
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fenolik standartlarin spektrumlari incelenerek maksimum absorpsiyon dalga boylari
arasindan secilmistir.

10 mM’lik stok cozeltileri hazirlanan 15 fenolik standart belirli oranlarda % 40’lik
metanol ile seyreltilerek bunlarin 500, 350, 200, 100 ve 50 uM’lik ¢ozeltileri hazirlandi ve
Tablo 10’daki hareketli faz gradienti programi kullanilarak HPLC-UV-DAD’da tek tek
yiriitilldii. Daha sonra bu standartlarin, ¢ozeltide her biri 500, 350, 200, 100 ve 50 uM
olacak sekilde karigimlari hazirlandi ve aym program ile HPLC-UV-DAD sisteminde
yiritildd.

Standartlara ait kalibrasyon grafiklerini ¢izebilmek i¢in, her bir standardin 500, 350,
200, 100 ve 50 uM’lik konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanip HPLC’de tek tek yiiriitiilerek
her bir pike karsilik gelen pik alanlari belirlendi. Konsantrasyonlara karsilik gelen pik
alanlar1 grafige gecirildiginde ise her bir standarda ait kalibrasyon grafikleri elde edildi.
Ayn1 zamanda her bir standarda ait konsantrasyon pik yiiksekligi verileri de grafige

dontstiirildi.

2.2.7.4. Cay Ekstraktlarinin HPLC-DAD-UV Analizleri

Saf su ile hazirlanan biitiin ¢ay ekstraktlar1 0.45 pm’lik filtrelerden gegirilerek 20
uL’si Hamilton siringa ile HPLC sistemine enjekte edildi. Enjekte edilen thlamur ve targin
ekstraktlarinin konsantrasyonlart 5 mg/mL iken diger ¢ay ekstraktarmin konsantrasyonu
ise 10 mg/mL’dir. Tiim yiirlitmeler gelistirilen gradient programi ile en az iki paralel
olacak sekilde yapildi. DAD ile sekiz farkli dalga boyunda (240, 254, 260, 274, 280, 308,
324, 348 nm) pik analizleri yapilirken UV dedektorii ile de fenolik bilesenler igin

maksimum dalgaboyu olan 280 nm’de analiz yapildu.

2.2.8. HPLC-DAD-UV Cihaz ile Katesinler, Kafein ve Gallik Asit Analizi

HPLC-DAD-UYV ile siyah, beyaz, yesil cay, ¢ay ¢opii ve cay lifi ekstraktlarinda,
cayda bulunan katesinler, kafein ve gallik asit analizi yapildi. Calismada kullanilan A, B, C
standart katesin karigimlar1 Rize Cay Enstitlisii’den temin edildi.
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2.2.8.1. Kromatografik Analiz I¢in Standartlarin Hazirlanmasi

HPLC-DAD-UV ile cay katesinlerinin analizinde kullanilan standart maddeler
Tablo 12’ de belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

Tablo 12. Kullanilan katesinler, kafein ve gallik asit standartlarinin hazirlanmasi

Standart Madde Kullamlan Coziicii | Stek Cozelti
Konsantrasyonu
(pPm)
Gallik asit Ultra saf su 1 mg/mL =1000 ppm
Kafein Ultra saf su 2 mg/mL=2000 ppm
(+)-katesin (C) Stabilize Cozeltisi 1 mg/mL=1000 ppm
(-)-epikatesin (EC) Stabilize Cozeltisi 1 mg/mL=1000 ppm
(-)-epigallokatesin (EGC) Stabilize Cozeltisi 2 mg/mL=2000 ppm
(-)-epigallokatesin gallat (EGCG) | Stabilize Cozeltisi 2 mg/mL=2000 ppm
(-)-epikatesin gallat (ECG) Stabilize Cozeltisi 2 mg/mL=2000 ppm

Katesinler, kafein ve gallik asit standartlarinin hazirlanmasinda kullanilan stabilize
¢ozeltisi, 500 ppm EDTA ve 500 ppm L-askorbik asit igeren % 10’luk (v/v) asetonitril
¢ozeltisinden olusmaktadir. Igerisindeki L-askorbik asit fenolik bilesiklerin oksidasyonunu
onler. EDTA ise ortamdaki metal iyonlarini tutar. Fenolik bilesikler stabilize ¢ozelti
icerisinde analiz siiresince daha stabil bir sekilde kalirlar. Cozelti giinliik taze olarak
hazirlanmalidir.

Tablo 12°de verildigi sekilde hazirlanan stok standart ¢ozeltileri kullanilarak 3
farkli (A, B, C) standart ¢ozelti karisimi hazirlanir (Tablo 13). Hazirlanan bu standart

¢ozelti karisimlari cihaza verilerek bir kalibrasyon egrisi elde edildi.
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Tablo 13. Standart karisim ¢ozeltilerin hazirlanmasi A, B ve C

Karisimdaki Standart Konsantrasyonlar: (ppm)

Stok Standart
A B C

Gallik asit 5 10 25
Kafein 50 100 150
(+)-C 50 100 150
EC 50 100 150
EGC 100 200 300
EGCG 100 200 400
ECG 50 100 200

2.2.8.2. HPLC-DAD-UYV Kosullan ve Standartlarin Kalibrasyonu

Biitiin cay katesinlerinin analizinde fenolik standartlarin analizinde kullanilan HPLC-
DAD-UV cihaz kullanildi.
Hareketli faz A: % 9 ACN, % 2 asetik asit, 2 mL EDTA (20 ppm) ve B: % 80
ACN, % 2 asetik asit, | mL EDTA (20 ppm) ¢ozeltisinden olusmaktadir. Mobil faz
cozeltiler1 gilinliik taze olarak hazirlandi. Hazirlanan mobil fazlar 0.45 pm membran
filtreden siiziilerek mobil faz sisesine aktarildi. Enjeksiyon hacmi 10 pL ve akis hiz1 1
mL/dk idi. Kolon sicakligi 35 °C’ye ayarlandi. UV ve DAD dedektdrii 278 nm’de
calistirildi. Eliisyonda takip eden gradient Tablo 14°te verilmistir.

Tablo 14. Katesinler, kafein ve gallik asit standartlarin ayrilmasinda kullanilan
hareketli faz gradient programi

Zaman %A % B Akis hizi Maksimum
(dK)  coziiciisii ¢oziiciisi  (ML/dK)  Basing (bar)
1 0.00 100 00.0 1.000 275
2 10.00 100 00.0 1.000 275
3 25.00 68.0 32.0 1.000 275
4 35.00 68.0 32.0 1.000 275
5 45.00 100 0 1.000 275
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Analiz i¢in dnce A standart karisimi, sonra B ve C standart karigimlart enjekte
edildi. Elde edilen kromatogramlardan faydalanarak kalibrasyon egrisi ¢izildi. Diizgiin bir
kalibrasyon egrisi elde edildikten sonra 6rneklerin enjeksiyonuna baslanildi. Numunelerde
hata oranini azaltmak i¢in 2 paralel c¢alisildi. Enjekte edilen numuneye ait kromatogram
ciktisindan standartlara ait kromatogramdaki ayni tutulma zamanma sahip piklerin

alanlarina bakilarak sonu¢ hesaplamasi yapildi.

2.2.9. Gida Katki Maddelerinin, Fenolik Bilesiklerin ve Cay Ekstraktlarinin
Karbonik Anhidraz Enzimi Uzerine Inhibisyon Etkilerinin Belirlenmesi

2.2.9.1. Gida Katki Maddelerinin, Fenolik Bilesiklerin ve Cay Ekstraktlarinin
Karbonik Anhidraz Enzimi Esteraz Aktivitesi Uzerine Inhibisyon
Etkileri

20 tane gida katki maddesi, 13 fenolik bilesik ve 16 sulu gay ekstraktlarinin
karbonik anhidraz enziminin esteraz aktivitesi iizerine % inhibisyonuna esteraz aktivite
tayin metoduyla bakilmistir. Bunun igin saflastirilan hCA 1, hCA II, BCA izoenzimleri ve
inhibitor aktivitesi karsilastirmasi amaciyla siilfanilamid ve asetazolamid standart
inhibitorleri kullanilmistir. Esteraz aktivite testinde Tablo 15°deki pipetleme prosediirii
kullanild1. Substrat ¢ozeltisi eklenip vortekslendikten sonra karigimin 348 nm’deki
absorbans1 30 dakika boyunca kaydedildi ve sonuglar numune igermeyen kontrol ve enzim
icermeyen kor testlerle karsilastirmali olarak degerlendirildi. Korlerin ¢ikarilmasiyla elde
edilen sonuglar kontrol testine gére % inhibisyon olarak belirlendi ve %Inhibisyon hesabi

asagidaki formiile gore yapildi.

%Inhibisyon = AktIVitegontror~ AKUVIteNumune x 100
(i} y Alﬂ'iVitE'}(ontrol
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Tablo 15. Gida katki maddelerinin, fenolik bilesiklerin ve g¢ay ekstraktlarinin karbonik
anhidraz enziminin esteraz aktivitesi iizerindeki inhibisyon etkilerinin in vitro
olarak incelenmesinde kullanilan pipetleme prosediirii

lave Edilen Cézeltiler Numune Numune Korii Kontrol Kontrol Korii
(L) (L) (L) (L)

Tris-SO4 tamponu 550 550 550 550

(0,05 M; pH: 7.4)

Enzim ¢ozeltisi 150 - 150 -

Saf su - 150 - 150

Inhibitér 50 50 - -

Inhibitér ¢oziiciisii - - 50 50

3 mM p-nitrofenilasetat 750 750 750 750

Toplam hacim 1500 1500 1500 1500

2.2.9.2. Numuneler Icin % inhibisyon, 1Cso ve Ki Degerlerinin Belirlenmesi

Doygun substrat konsantrasyonunda biitiin numunelerin BCA, hCAI ve hCAIl
izoenzimlerinin esteraz aktivitesi Ulizerine etkisini belirlemek i¢in  farkli inhibitor
konsantrasyonunda dl¢iimleri yapilarak Aktivite(%)-Inhibitdr konsantrasyonu [I] grafikleri
cizildi. Cizilen grafiklerdeki egrinin denkleminden %350 inhibisyona sebep olan inhibitor
konsantrasyonlart (ICsg) hesaplandi. Ayrica biitin numunelerin 2 mg/mL (son
konsantrasyon 0.067 mg/mL)’ de gostermis olduklari inhibisyon degerleri kullanilarak %
inhibisyon degerleri bulundu.

Ki degerlerini belirlemek i¢in insan eritrositlerinden saflastirilan hCAl
izoenziminin aktivitesini yariya disiiren inhibitor konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve
ustiinde iki sabit inhibitér konsantrasyonlarinda uygun bes substrat konsantrasyonu ile
aktivite ol¢iimleri yapildi. Bu deneylerde substrat olarak 4-nitrofenilasetatin bes farkli
konsantrasyonu (0.15-0.30-0.45-0.60-0.75 mM) kullanildi. Elde edilen degerlerle her bir
inhibitor igin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde yar1 yarismali ve
yarismasiz inhibisyon icin  Vmaks=V'maks(1+[1]/Ki) formiilinden yararlanilarak Ki
degerleri hesapland:.



3. BULGULAR

3.1. Cay Ekstraktlarinin HPLC-DAD-UV ile Fenolik Bilesen Analizi

3.1.1. Fenolik Standartlarin HPLC-DAD-UV ile Analizi I¢cin Metot Gelistirme

15 fenolik standardin (gallik asit, protokatekuik asit, protokatekualdehit, p-OH
benzoik asit, katesin, klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, vanilin,
siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, benzoik asit) 500 uM karigimlarinin
yuriitiilmesiyle elde edilen UV (280 nm) ve DAD (240, 254, 260, 274, 280, 308, 324 ve
348 nm) kromatogramlar: Sekil 24-32’de verilmistir. 45 dakikada 15 fenolik standart

birbirinden ayrilmistir. Kromatogramlarda yer alan 15 fenolik standardin alikonma

zamanlar1 (RT: retention time) Tablo 16°da verilmistir.

Tablo 16. HPLC’de yiiriitiilen 15 fenolik standardin UV-280 nm’deki tutulma

zamanlari
No | Bilesik ad1 Alikonma zamam (dk) | Standart Sapma
1 Gallik asit 6,718 0,006
2 Protokatekuik asit 11,107 0,032
3 Protokatekualdehit 15,575 0,049
4 p-OH benzoik asit 17,418 0,062
5 Katesin 18,530 0,036
6 Klorojenik asit 19,569 0,015
7 Vanilik asit 20,948 0,055
8 Kafeik asit 22,283 0,056
9 Siringik asit 22,930 0,036
10 | Vanilin 26,128 0,040
11 Siringaldehit 28,505 0,034
12 p-Kumarik asit 28,983 0,062
13 Ferulik asit 31,523 0,049
14 Sinapik asit 31,894 0,042
15 Benzoik asit 34,712 0,059




69

mAU
700 ]

600

5001

4001

300

2007

100

10

13

11 14

mAU

3001

2001

100

A s e B S e S S B I — L L e B B S S

5 10 15 20 25 30 35 dk

Sekil 24. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 280 nm’deki HPLC-DAD

kromatogrami A: (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4.
p-OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.
sinapik asit, 15. benzoik asit), B: a: epikatesin, b: rozmarinik asit
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Sekil 25. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 240 nm’deki HPLC-DAD
kromatogram: (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.
sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Sekil 26. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 254 nm’deki HPLC-DAD
kromatogram: (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.
sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Sekil 27. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 260 nm’deki HPLC-DAD
kromatogram: (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit,
14. sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Sekil 28. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 274 nm’deki HPLC-DAD
kromatogrami (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.
sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Sekil 29. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 280 nm’deki HPLC-DAD
kromatogram: (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.

sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Sekil 30. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 308 nm’deki HPLC-DAD
kromatogrami (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.

sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Sekil 31. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 324 nm’deki HPLC-DAD

kromatogram: (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.
sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Sekil 32. Standart fenolik bilesiklerin 500 uM’lik karigiminin 348 nm’deki HPLC-DAD

kromatogram: (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. protokatekualdehit, 4. p-
OH benzoik asit, 5. katesin, 6. klorojenik asit, 7. vanilik asit, 8. kafeik asit, 9.
siringik asit, 10. vanilin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. ferulik asit, 14.
sinapik asit, 15. benzoik asit)
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Cay ekstraktlarindaki fenolik bilesenlerin tanimlanmasi, bilesiklerin tutulma
zamanlar1 ve DAD spektrumlarinin ilgili standart maddelere ait siire ve spektrumlarla
karsilastirilmasi ile yapilmistir. Deneysel calismalar siiresince kullanilan 15 fenolik

standarda ait DAD spektrumlar1 Sekil 33’de verilmistir.
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Sekil 33. Analizlerde kullanilan 15 fenolik standardin DAD-spektrumlari
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3.1.2. Fenolik Standartlarin Kalibrasyon Egrileri

15 fenolik standardin (gallik asit, protokatekuik asit, protokatekualdehit, p-OH
benzoik asit, Kkatesin, Klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, vanilin,
siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, benzoik asit) bes farkli
konsantrasyonda (50, 100, 200, 350, 500 uM) yiiriitiilmesiyle her biri igin UV 280 nm’de
ve maksimum absorpsiyon dalga boyunda elde edilen kromatogramlardaki pik alanlar1 ve
pik yikseklikleri konsantrasyona karst Microsoft Excel programinda grafige gecirildi
(Sekil 34-48). Bu grafikler, kullanilan on bes standardin test edilen 50-500 pM
konsantrasyonu araligindaki dogrusalligini ortaya koymak icin hazirlanmistir. Epikatesin
ve rozmarinik asit standartlar1 c¢alismaya sonradan dahil edilmis olup, kalibrasyon
grafikleri ¢izilmemistir. Bu iki standart kalitatif tayin amag¢h kullanilmistir.

Ayrica kantitatif analizde c¢ay ekstraktlarindaki bilesiklere ait HPLC
kromatogramlarindan elde edilmis entegre alanlar ve standart maddelerin ara stok

cozeltileri ile hazirlanmis bu kalibrasyon grafiklerinden yararlanilmistir.
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Sekil 34. Gallik asitin 280 nm ve Amas. (274 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 35. Protokatekuik asitin 280 nm ve Amaks. (260 nm)’daki konsantrasyon-pik alan: ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 36. Protokatekualdehitin 280 nm  (Amaks)’daki konsantrasyon-pik alant ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 37. p-OH benzoik asitin 280 nm ve Amaks. (260 nm)’daki konsantrasyon-pik alan: ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 38. Katesinin 280 nm (Amaks)’daki konsantrasyon-pik alani ve konsantrasyon-pik
yiiksekligi grafikleri
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Sekil 39. Klorojenik asitin 280 nm ve Amaks. (324 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 40. Vanilik asitin 280 nm ve Amas. (260 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 41. Kafeik asitin 280 nm ve Amas. (324 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 42. Siringik asitin 280 nm ve Amaks. (274 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve

konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 43. Vanilinin 280 nm (Amaks)’daki konsantrasyon-pik alani ve konsantrasyon-pik
yiiksekligi grafikleri
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Sekil 44. Siringaldehitin 280 nm ve Amaks. (308 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 45. p-Kumarik asitin 280 nm ve Amaks. (308 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 46. Ferulik asitin 280 nm ve Amaks. (324 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 47. Sinapik asitin 280 nm ve Amaks. (324 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 48. Benzoik asitin 280 nm ve Amas. (240 nm)’daki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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3.1.3. Bitkisel Cay Ekstraktlarinin HPLC-DAD-UV ile Fenolik Bilesen Analizi

Bitkisel caylarda esas olarak fenolik asitler ve flavanoller olmak {izere bilesiklerin
tanimlanmasi ve miktarlarinin tayin edilmesi i¢cin bir HPLC-DAD-UV yontemi gelistirildi
(Tablo 11). Yontemde kullanilan DAD ile 190-800 nm arasinda goriilen fenolik bilesikler
sirekli izlendi. Her bir standardin spektrumu kaydedildi ve HPLC spektrum
kiitiiphanesinde saklandi. Bitkisel ¢ay bilesiklerinin belirlenmesine yonelik kriterler,
standartlarin HPLC kiitiiphanesi verileriyle bilinmeyen bir bilesigin tutulma siiresinin ve
spektrumunun karsilastirilmasina dayanilarak olusturulmustur.

Kromatogramlarda bilinmeyen bilesenlere ait piklerin spektrumlarina bakildiginda
bazi piklerin tek bilesenli baz1 piklerin ise ¢ok bilesenli oldugu goriildii. Bu yiizden tek

a

bilesenli spektruma sahip bilinmeyen bilesikler ® ve ¢ok bilesenli spektruma sahip

bilinmeyenler ise ° indisleri kullanilarak verildi.

mAU
100
801
Ferulik asit
Protokatekuik asit 19
6 o
601 Vanilik asit 2021
12 15 18
p-OH benzoik asit
40 Gallik asit 8 9 16
23
- 7 11
Epikatesi 17
ZO—IMJ ) 345 1§ 14 22 24
0,
L L Y A N A
5 10 15 20 25 30 35 40 dk

Sekil 49. Thlamur (IHS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 49°da 1hlamur ¢ayinin ana bilesenlerinin DAD-280 nm ile analiz edilip bazi
bilesiklerin aydinlatildigi kromatogram verilmistir. Standartlarin spektrumlart ve tutulma
zamanlan karsilastirildiginda alt1 tane bilesigin yapisi aydinlatilmistir. Bunlar 1 (gallik
asit), 6 (protokatekuik asit), 9 (p-OH benzoik asit), 12 (vanilik asit) ve 19 (ferulik asit) nolu
bilesiklerdir.
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Ayn1 zamanda literatiirdeki benzer ¢alismalara ait spektrumlar (Bailey vd., 1990;
Garcia vd., 2017) ve tutulma zamanlar1 incelenerek 18 (Bilinmeyen M)’in kuersetin 3-
glukozit, 20 (Bilinmeyen N)’nin kaempferol glikozit ve 21 (Bilinmeyen O)’in kuersetin
glukozit olabilecegi sodylenebilir. Bu bilesiklerin spektrumlar1 flavonol glikozitler ile
karakteristik olup, maksimum dalga boylar1 sirastyla 256, 266, 352 ;264, 348 ve 254, 266,
352’dir (Tablo 17). 222 (Bilinmeyen P) nolu bilesik 256 ve 354 nm maksimum dalga
boylarinda gosterdigi spektrum ile kuersetin glikozitleri ile benzerlik gostermektedir (Lin
vd., 2014). Birbiri ile yapisal benzerliklere sahip oldugu diistiniilen 232 (Bilinmeyen R) ve
242 (Bilinmeyen S) numarali bilesiklerin maksimum dalga boylar yaklasik 264 ve 350
nm’dir.

10° (Bilinmeyen G), 13° (Bilinmeyen 1), 152 (Bilinmeyen J) ve 172 (Bilinmeyen L)
nolu bilesiklerin spektrumlari, c¢ay katesinlerinin ve onlarin gallatlarinin  spektrum
karakteristigidir. Bu spektrumlarda iki 6zel bant goriilmektedir. Bant I, 232-235 nm
arasinda olup ¢ok az gallik asit takilmasindan etkilenmektedir. Band II ise 260—278 (285)
nm arasinda olup absorpsiyonu daha uzun dalga boylarina kaydirmaya egilimli olarak
gallatlanir (Yao vd., 2004). Calismada sonradan yiiriitiilen epikatesin standardinin tutulma
zamani ve spektrumuna bakildiginda (Sekil 24, B) 14? nolu bilesigin epikatesin oldugu
tespit edildi.

32 (Bilinmeyen B), 5° (Bilinmeyen D), 72 (Bilinmeyen E), 8° (Bilinmeyen F), 11°
(Bilinmeyen H) ve 16% (Bilinmeyen K) numarali bilesiklerin spektrumlari incelendiginde,
maksimum dalga boylarimin 312-328 nm arasinda oldugu, hidroksisinnamik asitler
(6rnegin: klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit) icin karakteristik
spektrumlar tespit edildi. Dolayisiyla bu bilinmeyen bilesiklerin sinamik asit tlirevleri
olabilecegi sdylenebilir.

Calismamizda yapist aydinlatilan bilesikler literatiirdeki c¢esitli caligmalarla
desteklenmistir. Farkli thlamur tiirlerindeki fenolik bilesikler incelenmis ve baslica fenolik

bilesenin protokatekuik asit oldugu tespit edilmistir (Akyuz vd., 2014; leria vd., 2015).



Tablo 17. Ihlamur ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlar:

No

Bilesik Adi

RT (dk)

IHS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumlari

Gallik asit

6.692

mAU ]

201
15
10

?

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

2a

Bilinmeyen A

8.136

mAU

35
30
25
20
15
10

f

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3a

Bilinmeyen B

8.981

mAU
20

15
10

Z

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

4b

Bilinmeyen C

9.668

mAU 4
175
15 4
12,54
107
751
5,
257
01

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen D

10.237

mAU 4
251
201
154
104

5,
0,

3

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 17’nin devami

6&

Protokatekuik asit
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e

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

7a

Bilinmeyen E

13.105
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:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

8b

Bilinmeyen F

14.948

mAU
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20

10

A

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

p-OH benzoik asit

17.564

mAU +
121

=
O NP OO

?

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10°

Bilinmeyen G

18.698

mAU
10

oNn Mo

f

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

11P

Bilinmeyen H

18.960

mAU
40
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20
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;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 17’nin devami

(e}

0

12

Vanilik asit

21.144

mAU

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

13°

Bilinmeyen |

21.520

mAU
120
100

60
40
20

=

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

142

Epikatesin

24.708

mAU
40
30
20
10

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

15%

Bilinmeyen J

25.582

mAU

80
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f

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

162

Bilinmeyen K

25.859

mAU
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7.5
2.5

;
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Bilinmeyen L
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18?

Bilinmeyen M
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60
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il
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19

Ferulik asit
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3
>
C

NRFRORPNWRAO
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Bilinmeyen N
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Bilinmeyen P
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Tablo 17’nin devami

24% | Bilinmeyen S 37.523 | mAY;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

a: pure pik spektrum (tek bilesenli spektrum)
b: apex pozisyon spektrum (tepe noktasinin oldugu yerdeki spektrum
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600 -
5001

400

3001 Protokatekaldehit
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200 Ka:tgesm 5

7
Epikatesin
6

1001

B

Sekil 50. Targin (TAS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 50°de tar¢in ¢aymin ana bilesenleri DAD-280 nm ile analiz edilip,
standartlarin spektrumlart ve tutulma zamanlar1 karsilastirilarak iic tane bilesigin yapisi
aydinlatilmistir. Bunlar 2 (protokatekualdehit veya 3,4-dihidroksibenzaldehid), 3 (katesin)
ve 7 (siringaldehit) nolu bilesiklerdir. 6 nolu bilesigin ise standardin tutulma zamant,
spektrum ve literatiir karsilastirilmasi (Sekil 24, B) ile epikatesin oldugu tespit edildi.
Tutulma zamani 11.148 olan 1 nolu bilesik (Bilinmeyen A) protokatekuik asit ve
katesinlere ait spektrumlarin bir karigimi oldugu tespit edildi. 4% (Bilinmeyen B) ve 52
(Bilinmeyen C) nolu bilesiklerde katesin tiirevlerine karakteristik spektrumlar elde
edildiginden bunlarin katesin tiirevi bilesikler oldugu sdylenebilir. Literatiirde de tar¢cinda

en fazla bulunan katesinler katesin ve epikatesindir (Vallverdua-queralt vd., 2014). Ayrica



yapilan calismalara gore ekstraksiyon yontemi ve kullanilan ¢oziicii, tar¢in ekstraktinin
kimyasal o6zellikleri {izerinde énemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
tar¢inda bulunan fenolik bilesikler gallik asit, vanilik asit, klorojenik asit, tannik asit,
sinnamik asit, siringik asit, sinapik asit, kafeik asit, kumarik asit, p-OH benzoik asit, p-
hidroksibenzaldehid ve ferulik asittir (Jiao vd., 2013; Li vd., 2013; Helal vd., 2014;
Klejdus ve Kovacik, 2016). Tablo 18’de kromatogramda numaralandirilmis olan her bir

pike ait olan DAD spektrumlar1 verilmistir.

Tablo 18. Tar¢in ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No | Bilesik Adi RT (dk) TAS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1° | Bilinmeyen A 11.148 mgt;:
1004

N B O
| | | | |

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

2 Protokatekualdehit 15.688 | mAU!

Qohwh oo

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3 Katesin 18.648 | mAU

2
NONLN L
(6209 K1 [=X2 N3 K6;]

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

4% | Bilinmeyen B 20.506 | mAU

350
300
250
200
150
100
50

=

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 18’in devami

5a
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S~
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Bilinmeyen D

38.135

mAU A
100
801
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;

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

a: pure pik spektrum (tek bilesenli spektrum)

b: apex pozisyon spektrum (tepe noktasinin oldugu yerdeki spektrum)
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Sekil 51. Adagay1 (ADS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 51°de adagayinin DAD-280 nm’de elde edilen kromatogramina bakildiginda,
5° (klorojenik asit) ve 6% (kafeik asit) nolu bilesiklerin yapisi aydmlatilmistir.
Kromatogramda major bilesen olan 13% nolu pikin spektrumuna bakildiginda (Tablo 19)
literatiir verilerine goére rozmarinik asit oldugu diisliniildii. Boylece ¢alismaya sonradan
dahil edilen rozmarinik asit standardinin tutulma zamani ve spektrumuna bakilarak (Sekil
24, B) 13 nolu bilesigin rozmarinik asit oldugu tespit edildi.

12 (Bilinmeyen A) ve 3% (Bilinmeyen C) numarali bilesiklere ait spektrumlar
incelendiginde, maksimum absorpsiyon dalga boylarimin 230 ve 280 nm oldugu ve
dolayisiyla bu iki bilesigin yapisal benzerlikler gosterebilecegi disiinilmektedir.
Literatiirde adacaymnda yapisi aydmnlatilan bilesiklere bakildiginda, bu bilesiklerin
Danshensu (‘Danshen’ denilen Salvia miltiorrhiza Bunge kokiinden izole edilen suda
¢oziinen fenolik bir bilesik) oldugu tespit edildi (Shi ve Chang, 2003; Liu vd., 2007;
Zimmermann vd., 2011). 7% (Bilinmeyen E) nolu bilesik 232, 270 ve 336 nm’deki
maksimum dalga boylarina sahip olup, apigenin flavonoid glikozitleri ile yapisal benzerlik
gostermektedir (Zimmermann vd., 2011; Benayad vd., 2014). 8* (Bilinmeyen F) nolu
bilesiginde benzer sekilde bir flavonoid glikoziti oldugu sdylenebilir. 10* (Bilinmeyen H)
ve 11° (Bilinmeyen I) nolu bilesikler benzer spektrumlara sahip olup maksimum dalga
boylar1 256, 268 ve 348 nm’dir. Literatiirle karsilagtirildiginda luteolin flavonoidinin

maksimum dalga boyunun 256 ve 348 oldugu goriilmektedir (Zimmermann vd., 2011;



Cvetkovikj vd., 2013). Buna gore bu bilesiklerin luteolin glikozit ya da rutinosit isomerleri
olabilecegi sOylenebilir. Maksimum dalga boyu 288 ve 324 nm olan 122 (Bilinmeyen J)
nolu major bilesenin literatiir ile karsilastirilmasi sonucu salvianolik asit isomerleri oldugu
soylenebilir (Liu vd., 2007; Cvetkovikj vd., 2013). Birer sinamik asit tiirevi olan 5°
(Klorojenik asit) ve 62 (kafeik asit) nolu bilesiklerin spektrumlari ile benzerlik gosteren 4°
(Bilinmeyen D) nolu bilesiginde bir sinamik asit tiirevi olabilecegi soylenebilir. Tablo
19°da kromatogramda numaralandirilmis olan her bir pike ait olan DAD spektrumlari

verilmistir.

Tablo 19. Adagay1 ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No | Bilesik Ad1 RT (dk) ADS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

12 | Bilinmeyen A 9.259 ’“i}g,

30
201
107

3

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

22 | Bilinmeyen B 16.068 | mAU

= N W b g
oo o o oo
F

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3% | Bilinmeyen C 17.608 | mAU

ENWAOIOO~ 00
OO OOOOOO

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

4° | Bilinmeyen D 19.709 | mAU

100
80
60
40
20

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 19’un devami

5b

Klorojenik asit

19.889

ak

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

6&

Kafeik asit

22.405

mAU

50
40
30
20
10

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

7a

Bilinmeyen E

26.061

mAU
350
300 1
250
200
1501
100

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

83

Bilinmeyen F

29.992

mAU
500
400
300
200
100

é

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

961

Bilinmeyen G

31.985

f

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10?

Bilinmeyen H

33.052

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 19’nin devami

11° | Bilinmeyen | 33.770 | mAU:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

12% | Bilinmeyen J 38.387 | mAU

17501
1500 1
12501
1000
7501
5007
2507

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

132 | Rozmarinik asit 38.640 | mAU]
3000 |

25001
2000 4
15001
1000
5001

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

a: pure pik spektrum (tek bilesenli spektrum)
b: apex pozisyon spektrum (tepe noktasinin oldugu yerdeki spektrum)

mAU-

200

150
Gallik asit

100+ 1

2 .
Protokatekuik asit Katesin
50- 3

I I I I T T I I
5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 52. Kusburnu (KUS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami
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©

Sekil 52°de kusburnu c¢aymin DAD-280 nm’de elde edilen kromatogramina
bakildiginda, 12 (gallik asit), 3 (protokatekuik asit) ve 5 (katesin) nolu bilesiklerin yapisi
aydinlatilmistir. 2% (Bilinmeyen A) nolu bilesige ait spektrum incelendiginde, maksimum
absorpsiyon dalga boyunun 230 ve 280 nm oldugu ve dolayisiyla bu bilesigin katesinler ile
yapisal benzerlikler gosterebilecegi distiniilmektedir. Tablo 20’de kromatogramda

numaralandirilmis olan her bir pike ait olan DAD spektrumlar1 verilmistir.

Tablo 20. Kusburnu ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlar:

No | Bilesik Adi RT (dk) KUS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1 Gallik asit 6.698 mAU |

oA horn

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

2% | Bilinmeyen A 8.701 mAU ]

e
onvhomON ™
T Lo O

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3 Protokatekuik asit 11.174 | mAU

= e
ONRNOOO N

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

4% | Bilinmeyen B 14.255 | mAU;

ORNWHpOITON
NIRRT |

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm




100

Tablo 20’nin devami

5 Katesin 18.695 | mAU;

o N O

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

mAU
800

7001
6001
5007
4001
300+

Protokatekuik asit
2001 1

-

Klorojenik asit

6 Kafeik asit

Sekil 53. Ekinezya (EKS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 53’de ekinezya c¢aymin DAD-280 nm’de elde edilen kromatograminda
gorildiigii gibi, 1 (protokatekuik asit), 5 (klorojenik asit) ve 7 (kafeik asit) nolu bilesiklerin
yapist aydinlatilmistir. 2% (Bilinmeyen A), 4% (Bilinmeyen C), 62 (Bilinmeyen D), 82
(Bilinmeyen E), 10? (Bilinmeyen G) ve 112 (Bilinmeyen H) numaral bilesiklerin Tablo
21°deki spektrumlari incelendiginde, maksimum absorpsiyon dalga boylarinin 240 ve 330
nm oldugu goriilmektedir. Literatiire bakildiginda bu bilesiklerin sinamik asit ve
tirevlerinin (klorogenik asit, kafeik asit gibi) spektrumlariyla benzerlik gosterdikleri,
dolayisiyla bu bilesiklerin sinamik asit tiirevi olabilecekleri soylenebilir. Ayni sekilde 32
(Bilinmeyen B) ve 9* (Bilinmeyen F) nolu bilesiklerin maksimum absorpsiyon dalga

boylar1 yaklasik 230 ve 310 nm olup sinamik asit tiirevlerinin (p-kumarik asit gibi)
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spektrumlar1 ile benzerlik gosterdiginden bu bilesiklerin de sinamik asit tiirevi

olabilecekleri sdylenebilir.

Tablo 21. Ekinezya ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlar

No | Bilesik Adi RT (dk) EKS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1 Protoketekuik asit 11.191 | mAU

PR NN
Q01O U1 O Ol
TR A

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

2% | Bilinmeyen A 12.324 | mAU
1000
800
600
400
200

.;

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3% | Bilinmeyen B 17.978 mASg

40
30
20
10

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

42 | Bilinmeyen C 19.310 | mAU
20
15
10

5

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

5 Klorojenik asit 19.727 mAlg

,_\
ONRKROD®O

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm




Tablo 21’in devami

102

6&

Bilinmeyen D

20.604

mAU

200
150
100

50

5

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Kafeik asit

22.449

mMAU1

=R Wb a
oo © o o

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

8a

Bilinmeyen E

29.252

el ]
NOINO NUOTN
o U1Io o ul

OO0 O OO OO O

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

9a

Bilinmeyen F

33.668

3
PNWRUIO N
ooogoooc

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

102

Bilinmeyen G

35.065

BN
NUI~NONUINO
AoIonIouUIO

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

1148

Bilinmeyen H

35.897

2 RN
couvlo oo O

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

a: pure pik spektrum (tek bilesenli spektrum)
b: apex pozisyon spektrum (tepe noktasinin oldugu yerdeki spektrum)
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mAU
1000 -

800+

600+

400 Kafeik asit
Klorojenikjrlsit 5

6
200+

Protokatekuik asit
23

5 10 15 20 25 30 35 40 dk

Sekil 54. Papatya (PAS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 54’de papatya c¢aymin DAD-280 nm’de elde edilen kromatogramina
bakildiginda, 2 (protokatekuik asit), 4 (klorojenik asit) ve 5 (kafeik asit) nolu bilesiklerin
yapist aydmlatilmistir. 32 (Bilinmeyen B), 10° (Bilinmeyen G), 142 (Bilinmeyen K), 15?
(Bilinmeyen L) ve 182 (Bilinmeyen O) numarali bilesiklerin Tablo 22’deki spektrumlarina
bakildiginda, maksimum absorpsiyon dalga boylarin 240, 294 ve 326 nm oldugu ve bu
spektrumlar sinamik asit tlirevleri ile benzerlik gosterdiginden bu bilesiklerin sinamik asit
tirevleri olabilecegi soylenebilir. 11* (Bilinmeyen H) nolu bilesigin sahip oldugu
maksimum absorpsiyon dalga boylari (228, 267 ve 336 nm) ve spektrumun literatiir
karsilastirilmasinda, bu bilesigin apigenin glikozitlerinin bir tiirevi oldugu sdylenebilir
(Weber vd., 2008; Avula vd.,2014).

82 (Bilinmeyen E), 122 (Bilinmeyen 1), 162 (Bilinmeyen M) ve 172 (Bilinmeyen N)
numarali bilesiklerin maksimum absorpsiyon dalga boylar1 260, 276 ve 356 nm ise olup
spektrumlart benzerlik gosteren bu bilesiklerin literatiirdeki bazi1 flavonoid glikozitlerle
(mirisetin, luteolin gibi ) yapisal benzerlik gosterdigi séylenebilir (Fang vd., 2015). Ayni
sekilde 258 ve 368 nm’lerde maksimum absorpsiyon dalga boyu gosteren 132 (Bilinmeyen
J) nolu bilesigin spektrumu kuersetin glikozitleri ile benzerlik gostermektedir (Fang vd.,
2015).
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Tablo 22. Papatya ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlar:

No

Bilesik Ad1

RT (dk)

PAS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1a

Bilinmeyen A

7.122

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Protokatekuik asit

11.113

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3a

Bilinmeyen B

12.228

mAU

301
25+
201
151
104

7

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Klorojenik asit

19.614

mAU 4
400 1
3004
2001
1001

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Kafeik asit

22.283

mAU

20
15
10

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

6a

Bilinmeyen C

25.028

mAU {

50
40
30
20
10

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm




Tablo 22’nin devami
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7a

Bilinmeyen D

22.579

mAU
40
30
20
10

;

1220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

8&

Bilinmeyen E

29.409

mAU
45

351

30
25
20
15

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380nMm

9a

Bilinmeyen F

31.473

mAU

60
50
40
30
20
10

>

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10P

Bilinmeyen G

32.034

mAU
175
150
125
100
75

25

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

118

Bilinmeyen H

32.810

mAU
100

80

60
40
20

E

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

122

Bilinmeyen |

33.353

mAU

801

70

60

50

40

30

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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132

Bilinmeyen J

34.178

mAU
60

50
40
30
20

§

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

142

Bilinmeyen K

34.899

mAU
120

:

T T T T T T T T T T T T [ T T T [ T T T e e T
220 240 260 280 200 320 340 360 2RO M

152

Bilinmeyen L

35.808

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

16°

Bilinmeyen M

37.416

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

178

Bilinmeyen N

37.809

mAU
120

1001
801
601
401

S

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

18?

Bilinmeyen O

38.132

mAU
350
300
250
200
150
100
50

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

a: pure pik spektrum (tek bilesenli spektrum)
b: apex pozisyon spektrum (tepe noktasinin oldugu yerdeki spektrum)
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mAU -

Gallik asit
2

1200

1000

8007

600+

400+

200+

Sekil 55. Karanfil (KAS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 55°de karanfil ¢ayinin DAD-280 nm’de elde edilen kromatogramina
bakildiginda, oldukg¢a yiliksek konsantrasyonda tespit edilen 2 (gallik asit) nolu bilesigin
yapist aydinlatilmigtir. Karanfil ektraktinda bulunan bir diger fenolik asit 15 (Bilinmeyen
N) nolu bilesiktir. Bu bilesigin maksimum absorpsiyon dalga boyu olan 255 nm’de
gostermis oldugu spektrum (Tablo 23) literatiirde elajik asit ile benzerdir (Ratnam vd.,
2006).

16% (Bilinmeyen O) nolu bilesik 256 ve 354 nm maksimum absorpsiyon dalga
boylarinda gosterdigi spektrum ile kuersetin glikozitleri ile benzerlik gostermektedir (Yao
vd., 2004); Lin vd., 2014). Karanfil ekstraktindaki bilesiklerin sahip oldugu spektrumlara
(Tablo 23) bakildiginda, 12 (Bilinmeyen A) ile 4° (Bilinmeyen C), 3% (Bilinmeyen B) ile 5
(Bilinmeyen D), 117 (Bilinmeyen J) ile 12% (Bilinmeyen K) ve 72 (Bilinmeyen F), 13?
(Bilinmeyen L) ile 14* (Bilinmeyen M) nolu bilesiklerin spektrumlari ve maksimum
absorpsiyon dalga boylar1 benzerlik gosterdiginden bu bilesiklerin yapisal olarak da

benzerlik gosterdigi diistiniilmektedir.
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Tablo 23. Karanfil ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No

Bilesik Ad1

RT (dk)

KAS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1a

Bilinmeyen A

6.064

mAU/
801
607

40

20

?

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Gallik asit

6.636

mAU
1400
1200
1000
800
600
400
200

i

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3a

Bilinmeyen B

7.488

mAU
300
250
200
150

100
50

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

4b

Bilinmeyen C

8.125

mAU

100
80
60

40
20

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

5b

Bilinmeyen D

12.869

mAU

50
401
301
201
10

i

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 23’iin devami
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6b

Bilinmeyen E

13.446

mAU

60 1
501
401

30
20
10

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

7a

Bilinmeyen F

14.956

mAU

140
120
100
80
60

20

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

8a

Bilinmeyen G

15.380

mAU
120
100
80
60
40
20

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen H

15.796

mAU 4
50
40
301
201
10+

i

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10P

Bilinmeyen |

16.556

mAU/

200
150
100

50

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

112

Bilinmeyen J

18.586

mAU

1400 1

1200

1000 1
8001
600 ]
400 1
200

]

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm
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128

Bilinmeyen K

20.512

mAU

1000

800

600 1

400

2001

f

1220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

132

Bilinmeyen L

21.166

mAU
250

200
150
100

50

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

142

Bilinmeyen M

29.033

mAU
200

150
100
50

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

152

Bilinmeyen N

33.184

mAU
1000 |
800 -
6001
4001
2001

i

1220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

16°

Bilinmeyen O

33.648

mAU 4

400
350
300
250
200
150
100

50

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

a: pure pik spektrum (tek bilesenli spektrum)
b: apex pozisyon spektrum (tepe noktasinin oldugu yerdeki spektrum)
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mAU
Rozmarinik asit
16
2000 -
1500+
1000 Klorojenik asit
7
13
500- Protokatekuik asit 8 9
2 \ /4 14
Kafeik asit 15
, 1 TS 4 56 10 11 12
510 15 20 25 3 3 40 dk

Sekil 56. Nane (NAS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 56’da nane c¢aymin DAD-280 nm’de elde edilen kromatogramina
bakildiginda, 2 (protokatekuik asit), 7 (klorojenik asit) ve 10 (kafeik asit) nolu bilesiklerin
yapist aydinlatilmistir. Kromatogramda major bilesen olan 16* nolu pikin literatiir
verilerine gore rozmarinik asite ait oldugu bulundu. Calismada yiiriitiilen rozmarinik asit
standardinin tutulma zamani ve spektrumuna bakilarak (Sekil 24, B) 16% nolu bilesigin
rozmarinik asit oldugu tespit edildi. 3* (Bilinmeyen B), 4% (Bilinmeyen C), 62 (Bilinmeyen
E), 8* (Bilinmeyen F), 9% (Bilinmeyen G) ve 11? (Bilinmeyen H) nolu bilesiklerin Tablo
24°deki spektrumlarina bakildiginda, maksimum absorpsiyon dalga boylarinin yaklasik
240, 294 ve 326 nm oldugu ve bu spektrumlar sinamik asit tiirevleri ile benzerlik

gosterdiginden bu bilesiklerin sinamik asit tiirevleri olabilecegi sdylenebilir.
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Tablo 24. Nane ekstraktindaki bilesikler, RT’leri ve bilesiklerin DAD spektrumlar:

No

Bilesik Ad1

RT (dk)

NAS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1a

Bilinmeyen A

9.247

mAU
40

30
20
10

=

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Protokatekuik asit

11.127

mAU -

i

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

3a

Bilinmeyen B

12.208

mAU
100

80
60
40
20

7

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

42

Bilinmeyen C

15.433

mAU

60
50
401

201
107

5

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

53

Bilinmeyen D

17.013

mAU
25

20
15
10

P

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm
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6&

Bilinmeyen E

17.778

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Klorojenik asit

19.696

MAU 4
40 1
30
201

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

83

Bilinmeyen F

20.599

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

9&

Bilinmeyen G

20.733

mAU

60
50
40

20
10

P

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10

Kafeik asit

22.308

mAU/

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

118

Bilinmeyen H

25.751

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm




114

Tablo 24’{in devam

a ili AU
122 | Bilinmeyen I 33.943 m175,

150+
1251
100

50
25

g

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

a | Bili AU
13?2 | BilinmeyenJ 34.916 e

200
150
100

50

J

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

142 | Bilinmeyen K 35.659 | MAU;
500 -

400
300
200
100

>

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

152 | Bilinmeyen L 37.868 | mAUs
140

1207
1001
801
601
40
207

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

= TR — ~
16 ozmarinik asit 38.663 r3n000*

2500
2000 1
1500 1
1000 1
5001

p

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

a: pure pik spektrum (tek bilesenli spektrum)
b: apex pozisyon spektrum (tepe noktasinin oldugu yerdeki spektrum)

Tablo 25°de c¢alisilan biitiin bitkisel cay ekstaktlarindaki fenolik bilesenler,
ekstrakttaki fenolik bilesen miktarlar1 (ppm, mg/L ekstrakt), kuru ekstrakttaki fenolik
bilesen miktarlar1 (ppm, mg/kg ekstrakt) ve kuru bitkisel ¢aydaki fenolik bilesen miktarlar
(ppm, mg/kg bitkisel ¢ay) olarak verilmistir.
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3.1.4. Siyah Cay, Beyaz Cay, Yesil Cay, Cay Lifi ve Cay Copii Ekstraktlarimin
HPLC-DAD-UV ile Fenolik Bilesen Analizi

Siyah cay, beyaz cay, yesil cay, cay lifi ve ¢ay ¢opii ekstraktlarindaki fenolik asitler
ve flavanollerin tanimlanmasi ve miktarlarinin tayin edilmesi i¢in bir HPLC-DAD-UV
yontemi gelistirildi (Tablo 11). Yontemde kullanilan DAD ile 190-800 nm arasinda
goriilen fenolik bilesikler siirekli izlenerek her bir standardin spektrumu kaydedildi.
Numunelerdeki bilesenlerin belirlenmesi, standartlarin tutulma siiresinin ve spektrumunun
karsilastirilmasi ile olusturuldu.

Sekil 57°de 2. Nevi siyah cay, Sekil 58’de Altinbas Klasik siyah ¢ay ve Sekil 59°da
Organik Hemsin siyah cay ekstraktlarinin kromatogramlari, sirasiyla Tablo 26, Tablo 27 ve
Tablo 28’de ise bu kromatogramlarda verilen piklerin tutulma siireleri, DAD-280 nm’deki
spektral verileri ve yapisi aydmlatilan bilesenlerin adlart verilmistir. Ug siyah ¢ay
numunesinde de fenolik bilesiklerden sadece 1 (gallik asit) nolu bilesigin yapisi
aydinlatilmistir. 2. Nevi siyah ¢ay numunesinde 9 (Bilinmeyen H) numarali diger siyah gay
numunelerinde ise 8 (Bilinmeyen G) numarali bilesigin, hem Boliim 3.2°de katesinler ve
kafein analiz sonuglarina hem de literatiire gore siyah ¢ayin baslica alkaloidi olan kafein
oldugu sdylenebilir.

2. Nevi siyah ¢ay numunesinde 4 (Bilinmeyen C), 6 (Bilinmeyen E), 10
(Bilinmeyen 1) ve 13 (Bilinmeyen L), Altinbas Klasik ve Organik Hemsin siyah cay
numunelerinde ise 4 (Bilinmeyen C), 5 (Bilinmeyen D), 9 (Bilinmeyen H) ve 12
(Bilinmeyen K) numarali bilegiklerin maksimum absorpsiyon dalga boylar1 yaklasik 230
ve 310 nm’dir. Ayrica bu bilesiklerin spektrumlari literatiirde bir sinamik asit tiirevi olan p-
kumarik asit ile benzerlik gostermektedir. Dolayisiyla bu bilesiklerin p-kumarik asit ile
yapisal olarak benzer olabilecegi distiniilmektedir. 2. Nevi siyah ¢ay numunesinde 2
(Bilinmeyen A), 5 (Bilinmeyen D), 7 (Bilinmeyen F), 8 (Bilinmeyen G), 11 (Bilinmeyen J)
ve 12 (Bilinmeyen K), Altinbas Klasik ve Organik Hemsin siyah ¢ay numunelerinde ise 2
(Bilinmeyen A), 6 (Bilinmeyen E), 7 (Bilinmeyen F), 10 (Bilinmeyen I) ve 11 (Bilinmeyen
J) numarali bilesiklerin maksimum absorpsiyon dalga boylar1 katesin ve tiirevleri igin
karakteristik olan yaklagik 230 ve 278 nm’dir. Dolayisiyla bu bilesiklerin ¢ayda bol
miktarda bulunan katesin tiirevleri ile yapisal olarak benzer olabilecegi diisiiniilmektedir. 2.
Nevi siyah ¢ay numunesinde 14 (Bilinmeyen M) ve Altinbas Klasik ve Organik Hemsin
siyah ¢ay numunelerinde ise 13 (Bilinmeyen L) nolu bilesik 256 ve 354 nm maksimum

dalga boylarinda gosterdigi spektrum ile kuersetin glikozitleri ile benzerlik gostermektedir
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(Yao vd., 2004; Lin vd., 2014). Son olarak 2. Nevi siyah ¢ay numunesinde 15 (Bilinmeyen
N) ve Altinbas Klasik ve Organik Hemsin siyah ¢ay numunelerinde ise 14 (Bilinmeyen M)
nolu bilesik ise 266 ve 348 nm dalga boylarinda gostermis oldugu spektrum ile kaempferol
glikozitleri ile benzerlik gostermektedir (Yao vd., 2004; Lin vd., 2014; Garcia vd., 2017).
2. Nevi siyah ¢ay ekstraktinda 17.008 tutulma zamanina sahip 5 (Bilinmeyen D) nolu

bilesige diger siyah ¢ay numunelerinde rastlanmamastir.

mAU

2500
9

AN

2000 7

1500

Gallik asit
1000 1
12

7
500 11
15
2 3 46 Is 0T13 14

I T I L e L B s S B B T T L —

5 10 15 20 25 30 35 40 dk

Sekil 57. 2. Nevi Siyah Cay (NCS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Tablo 26. 2. Nevi Siyah Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD

spektrumlari
No | Bilesik Adi RT (dk) NCS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu
1 Gallik asit 6.663 mAU
8001
600 ]
4001
200
o]

T T T T T T T T T T T T T T T T e T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 26’nin devami

1

[N

9

2

Bilinmeyen A

11.230

mAU

100 1
801
60 ]
407

20

~

T T T T T T T [T T [ T T T T T T T [T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen B

13.561

mAU 1
251
201
151
101

:

L A BN S
220 240 260 280 300 320 340 23RN 380 nm

Bilinmeyen C

16.613

mAU

30
25
20
15
10

>

T T T T T [ T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen D

17.008

mAU

15
10

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen E

17.331

mAU-

60
50
40
30
20
10

=

L L A N B L B B N
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 26’nin devami

120

7

Bilinmeyen F

18.953

mMAU;
301
251
20
151
101

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Bilinmeyen G

19.849

mAU

70
60
50
40
30
20
10

f

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen H

21.322

mAU -
2500 4
2000 1
1500 1
1000 |
5001

i

[T T T T T T T T T T T T T T T T e e T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10

Bilinmeyen |

22.416

mAU
40
30
20
10

’

T T T T T T T T T T T T T T [T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

11

Bilinmeyen J

24.316

mAU 4

80
70
60
50
40
30
20
10

>

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 26’nin devami
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12 | Bilinmeyen K 24.669 mAsg
40
30
20
10
07 T T T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
13 | Bilinmeyen L 25.073 | mAU
175
150
125
100 |
751
50 1
257
07‘\“‘\“‘\“%“‘\“ T T T T ]
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
14 | Bilinmeyen M 31.705 | mAUY
200
175 |
150 |
125
100
751
50 |
257‘\“‘\“‘\‘ B BN "SRR
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
15 | Bilinmeyen N 34.656 | mAU
300 |
250 1
200 |
150 |
100 |
50 |
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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Gallik asit
1
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Sekil 58. Altinbag Klasik Siyah Cay (ALS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Tablo 27. Altinbas Klasik Siyah Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin

DAD spektrumlari

Bilesik Adi

RT (dK)

ALS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

Gallik asit

6.599

mAU 4
800 1
6001
4007
2001

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen A

10.981

mAU 1
80 ]
60 ]
40 ]
20 ]

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 27’nin devami
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3

Bilinmeyen B

13.298

mAU
401
357
30 7

25

20 1
15
101

:

T T T T T T T T T T T T T T T T [T T T e T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen C

16.262

mAU

35
30
25
20
15
10

;

1220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen D

16.958

MAU

80
70
60

40
30

10

>

T T T T T T T T T T T T T T T [ e T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen E

18.495

mAU,

40
35
30
25
20

10

>

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Bilinmeyen F

19.422

mAU

60 1

50
40
30
20

10

5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm




Tablo 27’nin devami

1

24

8

Bilinmeyen G

20.947

mAU

2500
2000
1500
1000

5001

.

220 240 260 280 300 320 340 360 380 Nm

Bilinmeyen H

22.045

mAU
401
307
207
107

5

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10

Bilinmeyen |

23.872

mAU/

80
60
40
20

>

T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

11

Bilinmeyen J

24.235

mAU

40
30
20

F

RS ARESREREN SRR
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

12

Bilinmeyen K

24.639

>

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 27’nin devami
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13 | Bilinmeyen L 31.112 | mAU
120+
100
80
60
40
20
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
14 | Bilinmeyen M 33.999 | mAU |
200 |
175
150
125
100
75
50 1
25
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
mAU 7
1750
1500 8
1250 \
10001
750} Gallik asit 11
1
500
2507 e 12 14
2 3 4517 910 13
ol
I L I I [ T I 1 !
5 10 15 20 25 30 35 40 dk

Sekil 59. Organik Hemsin Siyah Cay (OHS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami
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Tablo 28. Organik Hemsin Siyah Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin

DAD spektrumlari

Bilesik Ad1

RT (dk)

OHS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1 Gallik asit

6.612

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

2 Bilinmeyen A

11.007

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

3 Bilinmeyen B

13.377

mAU 1

%

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

4 Bilinmeyen C

16.298

5

T T T T T T T T T T T e T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

5 Bilinmeyen D

17.001

s

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 28’in devami
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6

Bilinmeyen E

18.523

mAU{

104

o p P

:

T T T T T T T [ T T T T T e T
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Bilinmeyen F

19.436

mAU

60
50
40
30
20
10

5

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen G

20.994

mAU 4

2000
1750
1500
1250
1000

500
250

4

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen H

22.062

mAU

40
30
20
10

AN

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10

Bilinmeyen |

23.814

mAU
50

40
30
20
10

aul

L I N L A N N T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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Tablo 28’in devami

11 | BilinmeyenJ 24.255 | mAU

301
251
20
157
101
5

0 L L L L B L N N
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

12 | Bilinmeyen K 24.656 | MAU |
175
150
125
100
751
50
25

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

13 | Bilinmeyen L 31.107 | mAU;
175"
150
125"
100
75
50

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

14 | Bilinmeyen M 33.993 | mAUY
250 |
200
150
100
50

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Antik ve Organik Ziimriit yesil ¢ay ekstraktlarinin HPLC-DAD analizi ile elde
edilen kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 60 ve 61°de gosterilirken, Tablo 29 ve 30°da ise
kromatogramlarda numaralandirilmis pikler igin tutulma siireleri, spektral verileri ve
tanimlanan bilesik adlar1 gosterilmistir. Buna gore her iki yesil ¢ay numunesinde 2 (gallik
asit) ve 9 (katesin) nolu fenoliklerin yapist aydinlatilmistir. Ayrica 14 nolu bilesigin,
standart ylriitiilmesi sonucu tutulma zaman1 ve spektruma gore epikatesin oldugu tespit
edildi (Sekil 24, B). Literatiirdeki verilere gore Antik ve Organik Zimriit yesil ¢ay
ekstraktlarindaki 1 (Bilinmeyen A) nolu bilesigin theogallin, 4 (Bilinmeyen C) nolu
bilesigin ise teobromin olabilecegi sdylenebilir (Yao vd., 2004). Bolim 3.2’de katesinler
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ve kafein analiz sonucglarma ve literatiire gore her iki yesil ¢ay numunesinde de 11
(Bilinmeyen 1) nolu baslica bilesenin kafein olabilecegi sdylenebilir.

Her iki yesil ¢ay numunesinde de 3 (Bilinmeyen B), 6 (Bilinmeyen E), 8
(Bilinmeyen G), 13 (Bilinmeyen K), 17 (Bilinmeyen N), 18 (Bilinmeyen 0), 19
(Bilinmeyen P) ve 20 (Bilinmeyen R) numarali bilesikler yesil ¢ay katesinlerinin ve
gallatlariin spektral karakteristigi olup, 21 (Bilinmeyen S) nolu bilesik ise 266 ve 348 nm
dalga boylarinda gostermis oldugu spektrum ile kaempferol glikozitleri ile benzerlik
gostermektedir (Yao vd., 2004; Lin vd., 2014; Garcia vd., 2017). Ayn sekilde maksimum
absorpsiyon dalga boylari yaklasik 240, 310 ve 325 nm olan 5 (Bilinmeyen D), 7
(Bilinmeyen F), 10 (Bilinmeyen H), 12 (Bilinmeyen J) ve 15 (Bilinmeyen L) nolu
bilesiklerin spektrumlari da literatiirdeki sinamik asit ve sinamik asit tiirevlerinin
(klorojenik asit, p-kumarik asit gibi) spektrumlariyla benzer olup, dolayisiyla bu

bilesiklerin sinamik asit tiirevi olabilecekleri soylenebilir.

MAU 7

2000 | 11 13

1750 1
1500
12507

10001 Katesin Epikatesin

14
750 1 9
allik asit
5001 2 10

2507

3T5 6 7 12

5 10 15 20 25 30 35 40 dk

Sekil 60. Antik Yesil Cay (AYS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami
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Tablo 29. Antik Yesil Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD

spektrumlari

No

Bilesik Ad1

RT (dk)

AYS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

Bilinmeyen A

6.396

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Gallik asit

6.684

mAU
80
60
40
20

Bilinmeyen B

9.671

mAU

7001

600 1
5007
4007
300
2007
1001

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen C

11.268

mAU

40 ]
30 1
201
10 1

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen D

12.318

mAU
20
15
10

;

T T T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 29’un devami
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6

Bilinmeyen E

14.898

mAU

>

BRSPS
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen F

16.646

S

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen G

17.261

mAU

2000

1750
1500
1250
1000
750
500
250

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Katesin

18.715

mAU |
1201

100
80
60
40
20

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

10

Bilinmeyen H

20.674

mAU
30
25
20
15
10

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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11

Bilinmeyen |

21.378

mAU
2000 1
1500 1
1000 1

500

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

12

Bilinmeyen J

22.455

mAU
40
30
20

5

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

13

Bilinmeyen K

24.251

vo~shGa S
JoOoU1Io1ou1 O
D0O000000 O
220000900 C

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

14

Epikatesin

24.620

N#C’mi
o O O o
O O O o C

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

15

Bilinmeyen L

25.077

oSO NS
IO UIoU1IO0O U100

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

16

Bilinmeyen M

26.162

mAU

401
301
207
101

k

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




133

17

Bilinmeyen N

26.828

mAU

3001

250
200
150
100

50

7

1220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

18

Bilinmeyen O

27.484

mAU
20

15
10

?

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

19

Bilinmeyen P

29.442

X

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

20

Bilinmeyen R

31.810

mAU -

700

600
5007
400
3007
2007
1007

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

21

Bilinmeyen S

34.700

mAU
250

200
150
100

50

:

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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MAU |

1600

1400

1200

1000

8001

6007

400

2007

[EEN

Gallik asit

Katesin
9

13
11

Epikatesin
14

1618

dk

Sekil 61. Organik Zimriit Yesil Cay (OYS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Tablo 30. Organik Ziimriit Yesil Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin

DAD spektrumlari

Bilesik Ad1

RT (dk)

OYS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

Bilinmeyen A

6.294

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Gallik asit

6.616

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Bilinmeyen B

9.486

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 30’un devami
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4

Bilinmeyen C

11.017

mAU |

25
20
15
10

=

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen D

12.034

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen E

14.444

mAU

50
40
30
20
10

f

1220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen F

16.294

mAU
251

20

157
10

;

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Bilinmeyen G

16.832

mAU ;

1750

1500
1250
1000
750
500
250

-

L L A A L N S
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Katesin

18.304

mAU
100

80
60
40
20

:

T T T T T T T T T T T [ T T e T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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10

Bilinmeyen H

20.280

mAU 1
207
157
107

5

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

11

Bilinmeyen |

21.009

%

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

12

Bilinmeyen J

22.054

S

T T T T T T T T T T T T T T e T e T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

13

Bilinmeyen K

23.792

mAU

2000
1750
1500
1250
1000
750
500
250

:

T T T T T T T T T T T e T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

14

Epikatesin

24.162

mAU
800
6001
4007
2007

s

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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15

Bilinmeyen L

24.628

3

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

16

Bilinmeyen M

25.658

mAU 4

40

357
301
251

20

157
107

}

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

17

Bilinmeyen N

26.325

mAU

140

120
1001

>

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

18

Bilinmeyen O

26.941

T T T T T T T T T [ T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

19

Bilinmeyen P

28.904

mAU

140
120+
1007

80

60 ]
401
201

/

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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Tablo 30’un devami

20 | Bilinmeyen R 31.222 | mAUY
700
600
500
400
300
200
100
07‘\“‘\“‘\ T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
21 | Bilinmeyen S 34.004 | mAU
200
150
100
501
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
mAU
3000 1
7
25001
20007
Epikatesin
15001 10
10007 Gallik asit
2 6
5007
3 4 5
ol
L I B | T T
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Sekil 62. Beyaz Cay (BCS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Beyaz cay ekstraktinin HPLC-DAD analizi ile elde edilen kromatogrami Sekil
62’de, bu kromatogramlarda numaralandirilmis pikler i¢in tutulma siireleri, spektral
verileri ve tanimlanan bilesik adlar1 ise Tablo 31°de gosterilmistir. Buna gore beyaz cay

ekstraktinda tanimlanan fenolik bilesik sadece 2 (gallik asit) nolu bilesiktir. Ayrica 10 nolu
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bilesik standart yiiriitlilmesi sonucu tutulma zamani ve spektruma gore (Sekil 24, B)
epikatesin oldugu tespit edildi. Literatiirdeki verilere gore beyaz cay ekstraktlarindaki 1
(Bilinmeyen A) nolu fenolik theogallin ve 4 (Bilinmeyen C) nolu bilesik ise teobromin
olabilir (Yao vd., 2004; Tan vd., 2017). Bolim 3.2°de katesinler ve kafein analiz
sonuglarina ve literatiire gore beyaz ¢ay numunesinde 7 (Bilinmeyen F) nolu baslica
bilesenin kafein olabilecegi sdylenebilir.

3 (Bilinmeyen B) numarali bilesik gallik asit spektrumu ile benzerlik
gosterdiginden bu bilesigin bir gallik asit tiirevi olabilecegi sdylenebilir. 230 ve 278 nm
maksimum absorpsiyon dalga boyunda spektrum veren 5 (Bilinmeyen D), 6 (Bilinmeyen
E), 9 (Bilinmeyen H), 12 (Bilinmeyen J), ve 13 (Bilinmeyen K) numaral bilesikler beyaz
cay katesinlerinin ve gallatlarinin spektral karakteristigidir. 14 (Bilinmeyen L) ve 15
(Bilinmeyen M) nolu bilesikler ise 266 ve 348 nm dalga boylarinda gostermis oldugu
spektrum ile kaempferol glikozitleri ile benzerlik gostermektedir (Yao vd., 2004; Lin vd.,
2014; Garcia vd., 2017). Ayni sekilde maksimum absorpsiyon dalga boylar: yaklasik 230
ve 310 nm olan 8 (Bilinmeyen G) ve 11 (Bilinmeyen I) numarali bilesiklerin spektrumlari
da literatiirdeki sinamik asit ve sinamik asit tirevlerinin (p-kumarik asit gibi)
spektrumlariyla benzer olup, dolayisiyla bu bilesiklerin sinamik asit tiirevi olabilecekleri
soylenebilir.

Tablo 31. Beyaz Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No | Bilesik Ad1 RT (dk) BCS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1 | Bilinmeyen A 6.161 mAU 4
25001
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5001

2 | Gallik asit 6.513 mAU
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200
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Sekil 63. Cay Lifi (CLS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami

Sekil 63°de cay lifi ekstraktinin HPLC-DAD analizi ile elde edilen kromatograma,

Tablo 32’de ise bu kromatogramlarda numaralandirilmig pikler igin tutulma siireleri,

spektral verileri ve tanimlanan bilesik adlar1 verilmistir. Buna gore cay lifi ekstraktinda

tanimlanan fenolik bilesik sadece 1 (gallik asit) nolu bilesiktir. 7 (Bilinmeyen F) nolu
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baslica bilesen Boliim 3.2°de katesinler ve kafein analiz sonuclarina ve literatiire gore
kafein olabilir.

230 ve 280 nm maksimum absorpsiyon dalga boyunda spektrum veren 6
(Bilinmeyen E), 9 (Bilinmeyen H), 10 (Bilinmeyen 1) ve 11 (Bilinmeyen J) numaral
bilesikler cay katesinlerinin ve gallatlarinin spektral karakteristigi oldugundan bu
bilesiklerin katesinler ile benzer yapida oldugu soylenebilir. Ayrica maksimum
absorpsiyon dalga boylar1 yaklasik 230 ve 310 nm olan 4 (Bilinmeyen C), 5 (Bilinmeyen
D), 8 (Bilinmeyen G) ve 12 (Bilinmeyen K) numarali bilesiklerin spektrumlari da
literatiirdeki sinamik asit ve sinamik asit tiirevlerinin (p-kumarik asit gibi) spektrumlariyla
benzer olup, dolayisiyla bu bilesiklerin sinamik asit tiirevi olabilecekleri séylenebilir. Son
olarak 14 (Bilinmeyen M) nolu bilesik 256 ve 354 nm maksimum dalga boylarinda
gosterdigi spektrum ile kuersetin glikozitleri ile 15 (Bilinmeyen N) nolu bilesik ise 266 ve
348 nm dalga boylarinda gostermis oldugu spektrum ile kaempferol glikozitleri ile

benzerlik gostermektedir (Yao vd., 2004; Lin vd., 2014; Garcia vd., 2017).

Tablo 32. Cay Lifi ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No | Bilesik Ad1 RT (dk) CLS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1 | Gallik asit 6.528 mAU
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Sekil 64. Cay Copli (CCS) ekstraktinin DAD-280 nm’deki kromatogrami
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Sekil 64’de ¢ay ¢opii ekstraktinin HPLC-DAD analizi ile elde edilen kromatogrami,
Tablo 33’de ise bu kromatogramlarda numaralandirilmis pikler igin tutulma stireleri,
spektral verileri ve tanimlanan bilesik adlar1 verilmistir. Buna goére ¢ay ¢opii ekstraktinda
tamimlanan fenolik bilesik sadece 1 (gallik asit) nolu bilesiktir. 7 (Bilinmeyen F) nolu
baslica bilesen Boliim 3.2°de katesinler ve kafein analiz sonuglarina ve literatiire gore
kafein olabilir. Ayrica 11 nolu bilesik standart yiiriitiilmesi sonucu tutulma zamani ve
spektruma gore epikatesin oldugu tespit edildi (Sekil 24, B).

6 (Bilinmeyen E), 9 (Bilinmeyen H), 10 (Bilinmeyen 1) ve 13 (Bilinmeyen K)
numarali bilesiklerin spektrumuna bakildiginda 230 ve 280 nm maksimum absorpsiyon
dalga boyunda spektrum vermistir. Bu spektrumlar cay katesinlerinin ve gallatlarinin
spektral karakteristigi oldugundan bu bilesiklerin katesinler ile benzer yapida oldugu
sOylenebilir. Ayrica maksimum absorpsiyon dalga boylar1 yaklasik 230 ve 310 nm olan 4
(Bilinmeyen C), 5 (Bilinmeyen D), 8 (Bilinmeyen G) ve 12 (Bilinmeyen J) numaral
bilesiklerin spektrumlari da literatiirdeki sinamik asit ve sinamik asit tirevlerinin (p-
kumarik asit gibi) spektrumlariyla benzer oldugundan dolayisiyla bu bilesiklerin sinamik
asit tiirevi olabilecekleri soylenebilir. Son olarak 15 (Bilinmeyen M) nolu bilesik 256 ve
354 nm maksimum dalga boylarinda gosterdigi spektrum ile kuersetin glikozitleri ile 16
(Bilinmeyen N) nolu bilesik ise 266 ve 348 nm dalga boylarinda gdstermis oldugu
spektrum ile kaempferol glikozitleri ile benzerlik gostermektedir (Yao vd., 2004; Lin vd.,
2014; Garcia vd., 2017).
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Tablo 33. Cay Copti ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No | Bilesik Ad1 RT (dk) CCS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu
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3.2. HPLC-DAD-UV ile Katesinler, Kafein ve Gallik Asit Analizi

3.2.1. Katesinler, Kafein ve Gallik Asit Standartlarimin HPLC-DAD-UV ile
Analizi

Cayda bulunan gallik asit, kafein ve katesin standartlarii (gallik asit, (-)-
epigallokatesin, (+)-katesin, kafein, (—)-epigallokatesin gallat, (—)-epikatesin, (—)-epikatesin
gallat) iceren karisimin yiiriitiilmesiyle elde edilen 278 nm’deki DAD kromatogramlari
Sekil 65’ de wverilmistir. 45 dakikada 7 standart bilesik birbirinden ayrilmistir.
Kromatogramlarda yer alan 7 standart bilesigin tutulma zamanlari (RT: retention time)
Tablo 34°de verilmistir.

mAU
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0* J -
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Sekil 65. 7 standart bilesen karigiminin 278 nm’deki HPLC-DAD kromatogrami (1. gallik
asit, 2. (-)-epigallokatesin, 3. (+)-katesin, 4. kafein, 5. (-)-epigallokatesin gallat,
6. (-)-epikatesin, 7. (-)-epikatesin gallat).
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Tablo 34. HPLC’de yiiriitiilen 7 standart bilesen karisiminin DAD-278
nm’deki tutulma zamanlari

No | Bilesik adi Alikonma
zamamn (dKk)

1 | Gallik asit 3,630

2 (-)-Epigallokatesin (EGC) 6,186

3 (+)-Katesin (C) 7,369

4 Kafein 10,422

5 (-)-Epigallokatesin gallat (EGCG) 11,713

6 (-)-Epikatesin (EC) 12,620

7 (-)-Epikatesin gallat (ECG) 21,138

Kullanilan DAD ve bagli bulundugu HPLC sisteminin ChemStatiton programi
sayesinde her bir standart pikin tutulma zamanlart g6z oniinde tutularak, spektrumlar
alinmig, daha sonra siyah, beyaz, yesil ¢ay, cay ¢opii ve cay lifi ekstraktlarinimn
yiriitilmesiyle elde edilen kromatogramlarda her bir pikin ait oldugu bilesigin
belirlenebilmesinde referans olarak kullaniimistir. Deneysel ¢alismalar siiresince kullanilan

7 standart bilesige ait DAD spektrumlar: Sekil 66°da verilmistir.
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Sekil 66. Analizlerde kullanilan 7 standart bilesenin (karisim C) spektrumlari

3.2.2. Katesinler, Kafein ve Gallik Asit Standartlarimin Kalibrasyon Egrileri

Calismada kullanilan yontem ISO-14502-2’ye gore cay iriiniinde katesin
bilesiklerinin analizine gére yapilmistir.

Tablo 13’¢ gore hazirlanan standart karigimlarin 1SO-14502-2 yontemine gore
yiriitiilmesiyle DAD 278 nm’de elde edilen kromatogramlardaki pik alanlar1 ve pik
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yiikseklikleri konsantrasyona karst Microsoft Excel programinda grafige gegirildi (Sekil
67-73). Bu grafikler, kullanilan 7 tane standardin test edilen konsantrasyon araligindaki
dogrusalligin1 ortaya koymak igin hazirlanmistir. Tiim kalibrasyon egrileri korelasyon
katsayilar1 0.994 ile test edilen konsantrasyon araliklari iizerinde dogrusaldi.

Ayrica  kantitatif  analizde = numunelerdeki  bilesiklere  ait ~ HPLC
kromatogramlarindan elde edilmis entegre alanlar ve standart maddelerin ara stok

cozeltileri ile hazirlanmis bu kalibrasyon grafiklerinden yararlanilmistir.
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Sekil 67. Gallik asitin DAD-278 nm’deki konsantrasyon-pik alani ve konsantrasyon-pik
yiiksekligi grafikleri
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Sekil 68. (-)-Epigallokatesinin DAD-278 nm’deki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 69. (+)-Katesinin DAD-278 nm’deki konsantrasyon-pik alani ve konsantrasyon-pik
yiiksekligi grafikleri
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Sekil 70. Kafeinin DAD-278 nm’deki konsantrasyon-pik alani ve konsantrasyon-pik
yiiksekligi grafikleri

6000 - 350 1
_ y = 12,68x + 38,15 300 | Y=0831x-2725
£ 5000 1 R =1 oo | RP=09999
= 4000 - %
S S 200 -
<3000 55 150 -
£ 2000 - S 100 -
<1000 - £ 50 -
& 0 \ \ | : 0 : ‘ :
0 200 400 600 || & 0 200 400 600
Konsantrasyon (ppm) Konsantrasyon (ppm)

Sekil 71. (-)-Epigallokatesin gallat DAD-278 nm’deki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 72. (-)-Epikatesinin DAD-278 nm’deki konsantrasyon-pik alani ve konsantrasyon-
pik yiiksekligi grafikleri
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Sekil 73. (-)-Epikatesin gallat DAD-278 nm’deki konsantrasyon-pik alani ve
konsantrasyon-pik yiiksekligi grafikleri

3.2.3. Siyah Cay, Beyaz Cay, Yesil Cay, Cay Lifi ve Cay Copii Ekstraktlarinda
HPLC-DAD-UV ile Katesinler, Kafein ve Gallik Asitin Es Zamanh
Analizi

Bu calismada 3 siyah cay, 2 yesil ¢ay, 1 beyaz cay, 1 cay lifi ve 1 cay ¢opii
ekstraktlarinda tek tek katesinler, kafein ve gallik asidin eszamanli olarak ayrilmasi,
tanimlanmas1 ve miktar analizi HPLC-DAD metodu ile yapilmistir.

Sekil 74’de 2. Nevi siyah cay, Sekil 75’de Altinbas klasik siyah cay, Sekil 76’da
Organik Hemsin siyah ¢ay, Sekil 77°de Antik yesil ¢ay, Sekil 78’de Organik Ziimriit yesil
cay, Sekil 79°da beyaz ¢ay, Sekil 80°de cay lifi ve Sekil 81°de ¢ay ¢opii ekstraktlarina ait
HPLC-DAD ile elde edilen kromatogramlar verilmistir. Tablo 35 ile 42 arasinda ise
yukaridaki numune sirasina gére kromatogramlarda numaralandirilmis pikler icin tutulma
stireleri, spektral verileri ve tanimlanan bilesik adlari verilmistir. Tablo 43’de ise

numunelerde tespit edilen katesinler, kafein ve gallik asitin kantitatif miktarlar1 verilmistir.
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Tablo 43’e gore, en yiiksek gallik asit miktari siyah gaylarda en diisiik miktar ise
yesil c¢aylarda tespit edildi. Ciinkii fermantasyon siireci siyah ¢aylardaki gallik asit
diizeylerini belirgin bir sekilde yiikseltmistir. Bunun yani sira higbir fermantasyona tabi
olmadan dogrudan taze c¢ay yapraklarinin kurutulmasi ve buhara tabi tutulmasiyla elde
edilen yesil cay numuneleri ise daha yiiksek seviyede epigallokatesin, katesin,
epigallokatesin gallat, epigallokatesin ve epikatesin gallat icerir. Cayda en bol bulunan
alkaloid olan kafein beyaz ¢ay numunesinde en fazla miktarda tespit edildi. Cay lifi ve ¢ay
¢cOpii ekstraktlarinda ise gallik asit miktar1 yesil caylara gore daha fazla olup igerdigi

katesinler 41-180 ppm ve kafein miktarlar: ise 697-923 ppm arasinda degismektedir.

mAU 4
1000

8001
6007 1
4007

2 3 56 7
2007

I L L B S S S S B L R R S A L L e e B

5 10 15 20 25 30 35 40 dk

Sekil 74. 2. Nevi Siyah Cay (NCS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami
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Tablo 35. 2. Nevi Siyah Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD

1000
8001
600
4007
2007

spektrumlari
No | Bilesik Ad1 RT (dk) NCS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu
1 | Gallik asit 3.628 mAU
500 |
4001
3001
200
1001
0 T T T T T T T T [T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
2 | Epigallokatesin 6.207 mAU
25 1
20 1
151
10 1
5]
-
220 240 260 280 300 320 340 360 380 NM
3 | Katesin 7.481 mAU
8
6l
4
5
0l
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm
4 | Kafein 10.411 | mAU

=

DS AREDSAR SAR DAL R SL
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 35’in devami
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} ; mAU
5 Epigallokatesin 11.818 14
gallat 12
10 |
8 1
6 1
4]
5 ]
0
SRR R SRR U SR PR
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm
6 Epikatesin 12781 | mau
5]
4]
31
2,
l,
&
T T T[T T T[T T T[T T T T[T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
) . mAU |
! Epikatesin gallat 21348 .
4
2
0
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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mAU A

1000 1

800 1

600

4001

200

\I

T I I I I

20 25 30 35 40 dk

Sekil 75. Altinbag Klasik Siyah Cay (ALS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami

Tablo 36. Altinbas Klasik Siyah Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin
DAD spektrumlar

No | Bilesik Adi

RT
(dk)

ALS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1 Gallik asit

3.608

mAU
600 1

500 1
400 1
3001
2007
100

AR AR AR AR L
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

2 | Epigallokatesin

6.026

mAU A
201
151
10

SRR AR SR SR
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 36’nin devami
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3

Katesin

7.246

mAU
25

20
15
10

?

SRS AR AR AR
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Kafein

10.120

mAU

10007
8001
6007
4007
200

>

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epigallokatesin
gallat

11.286

mAU
50

40
30
20
10

3

SRR AR SRR SRR DA SRS
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Epikatesin

12.113

mAU

=
o U1 o o
. . ! . .

SRR SRS SN SN S AL
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin gallat

21.461

mAU
175 1

12.5 1
10
7.5

2.5

=
(6] (¢, ]
T NN |

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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mMAU 7
800 7
700
600
500
4007 1
3007

200 2 3 5 7

= LI

0 5 10 15 20 25 30 35 40

™ L e B T — T T i T

Sekil 76. Organik Hemsin Siyah Cay (OHS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami

Tablo 37. Organik Hemsin Siyah Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin
DAD spektrumlari

No | Bilesik Adi RT OHS ekstraktindaki bilesiklerin
(dk) DAD spektrumu

1 | Gallik asit 3.619 | mMAU:
350

300 *
250 1
200 1
150 1
100

507

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

2 | Epigallokatesin 6.137 | mau
301
251
20
157
107

T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 37’nin devami
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3 | Katesin 7.406 | MAU,
12 1
10 |
8
6
4]
5]
o+
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
4 | Kafein 10.373 | AU
800
700
600
500
400
300
200
1001
04
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
5 | Epigallokatesin 11.474 | mAU
8,
gallat
6,
41
2,
0,
L L U L L S S B
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
6 | Epikatesin 12.468 | mAU|
)]
0
=21
7‘\‘ L B B B B B N BN
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
7 | Epikatesin gallat 21.033 | mAU]
21
1
01
-1

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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700 7
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600

500 7

400 1

300 7

200 7
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100 1 /f

Sekil 77. Antik Yesil Cay (AYS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami

Tablo 38. Antik Yesil Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD
spektrumlari

No | Bilesik Adi RT AYS ekstraktindaki bilesiklerin
(dk) DAD spektrumu

1 | Gallik asit 3.610 mAU |

40 7
307
20 1
107

AR AR SRR
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

2 | Epigallokatesin 6.098 mAU -
1400 H
1200 1
1000 H
800 1
600 -
400 1
200 1

L L L B L L N B N N
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm




Tablo 38’in devami

165

3

Katesin

7.343

mAU
40
30
20
10

:

L S S N U S A A S S
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Kafein

10.383

mAU
800
700
600
500
400
300
200
100

v

L S I S B S S SR RS B ES B
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epigallokatesin
gallat

11.556

mAU 1
700 -
600
500 -
400 7
300 1
200 1
100

7

ARSI SR
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Epikatesin

12.483

mAU
250

200
150
100

50

=

T T T T T T T T T T T T T T T [T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin gallat

20.883

mAU ]

200 7
150 1
100 7
50 1

F

L A R S L N R N N
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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mAU/
4

400 S

3007

2007 7

2
1
100 f 3 6
0]

U — T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T — T [ T T T T [ T T T T | T T 7T

5 10 15 20 25 30 35 40 dk

Sekil 78. Organik Ziimriit Yesil Cay (OYS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami

Tablo 39. Organik Ziumriit Yesil Cay ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin
DAD spektrumlari

No | Bilesik Adi RT (dk) OYS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1 Gallik asit 3.616 mAU
40 1

307
207
10 1

T T T T T [ T T T T T [ T T T T e T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

2 | Epigallokatesin 6.109 mAU
1200

1000 1
800 1
600 7
400 1
200 7§

A A o S e e e e e
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 39’un devami
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3

Katesin

7.329

mAU
20

15
10

=

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Kafein

10.302

mAU

400
300
200
100

v

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epigallokatesin
gallat

11.596

mAU 1
500 |
400 ]
300 |
200 |
100 }

?

1220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Epikatesin

12.482

mAU
200 1

150 7
100 1
50 7

f

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin gallat

21.576

B S
No~NoNOIN B
qaogiogioa

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm
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mAU -

2000

17507

15007

12507

10007

7507

5001

2507

Sekil 79. Beyaz Cay (BCS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami

Tablo 40. Beyaz Cay ekstraktindaki bilesikler, RT” leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No | Bilesik Adi RT BCS ekstraktindaki bilesiklerin
(dk) DAD spektrumu

1 | Gallik asit 3.615 mAU
400
350 1
300
250 1
200 1
150 |
100 1

50 1

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

2 | Epigallokatesin 6.074 MAU |

1001
80 1
60 1
401
20 1

DR AR
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 40’1n devami
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3

Katesin

7.528

mAU

FA
oONvRO®®O O
TN

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Kafein

10.148

mAU
2000 1

1500
1000
500

&

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epigallokatesin
gallat

11.441

mAU J
2001
1501
100

50
01

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin

12.315

mAU |

30
25
20
15
10

S

ARSI
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin gallat

21.348

mAU
100

80
60
40
20

=

AR AR AR S L
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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mAU

800

600

400 T

200

5

15

AT,

T T L e — I | L —

20 25 30 35 40

dk

Sekil 80. Cay Lifi (CLS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami

Tablo 41. Cay Lifi ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No

Bilesik Ad1

RT
(dk)

CLS ekstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1

Gallik asit

3.630

mAU

300
250 ]
2001

150

1001
50 ]

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epigallokatesin

6.190

mAU 1
10 1

o N A O
I

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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3

Katesin

7.488

mAU

[ =
oNvbhO®ON N

M

1220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Kafein

10.408

A

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epigallokatesin
gallat

11.800

AN

T T T T T T T e e T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin

12.375

o

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin gallat

21.481

i

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm
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mAU

700

600 1

500 7

400

300 7

200

100 1

—
—a

Sekil 81. Cay Copii (CCS) ekstraktinin DAD-278 nm’deki kromatogrami

Tablo 42. Cay Copii ekstraktindaki bilesikler, RT’ leri ve bilesiklerin DAD spektrumlari

No

Bilesik Ad1

RT (dK)

CCS ckstraktindaki bilesiklerin
DAD spektrumu

1

Gallik asit

3.621

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Epigallokatesin

6.141

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm




Tablo 42’nin devami
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3

Katesin

7.342

i

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Kafein

10.295

mAU

7007
600 1
500
400 1
300 |
200 |
100 7

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epigallokatesin
gallat

11.661

mAU |

o N B~ O

7

220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

Epikatesin

12.435

mAU

207

15

101

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Epikatesin gallat

21.142

mAU

127

10

onN o

F

220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm
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3.3. Karbonik Anhidraz Enzimi ile ilgili Yapilan Cahsma Bulgular
3.3.1. Bradford Yontemi ile Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Afinite kromatografisi ile elue edilen BCA, hCAIl ve hCAII izoenzimlerinde,
Bradford yontemiyle protein tayini yapildi. Bunun i¢in 100 pl enzim ¢6zeltisi kullanildi.
Sekil 82’de g¢izilen standart grafik referans alinarak saflastirilan enzim c¢ozeltilerindeki
protein miktarlar1 hesaplanmigtir. Standart grafik denkleminden Olgiilen absorbans

degerlerine karsilik gelen pg protein miktarlar1 hesaplanmustir.

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 .
0,8 A
0,6 -
04 A
0,2

0

R?=10,9871

Absorbans (595 nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Protein (ng)

Sekil 82. Bradford yontemiyle protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.3.2. Karbonik Anhidraz Enziminin Afinite Kromatografisi ile Saflagtirilmasi
Sonuclan

Sigir eritrositlerinden BCA enzimi ve insan eritrositlerinden hCAIl ve hCAlII
izoenzimleri ayr1 ayri saflastirilmistir. Afinite kromatografisi ile elde edilen 5 mL’lik
fraksiyon tiiplerinde Bradford yoOntemiyle yapilan protein tayininden sonra, herbir
fraksiyon tiipiliniin 280 nm’deki absorbanslarina bakilarak CA hidrataz aktivitesi ol¢iildii.

Cok sayida yapilan saflastirma islemlerinden birinin degerleri Sekil 83 ve 84’e
grafige aktarildi. Buna gore fraksiyonlardaki protein konsantrasyonuyla hidrataz

aktiviteleri birbirleriyle ortigsmektedir.
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=
o
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Hidrataz Aktivitesi (EU)
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E=N oo

1 6 11 16 21 26 31 36
Tiip No

Protein Konsatrasyonu (mg/mL)

o
o

—l—-Hidrataz Aktivitesi (EU)  —e=Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 83. Saflastirilan BCA enziminin CA hidrataz aktivitesi ve protein tayin grafigi
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Hidrataz Aktivitesi (EU)
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Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

o
o

o
o

1 6 11 16 21 26 31 36
Tiip No
=l-Hidrataz Aktivitesi  =—#=Protein Konsantrasyonu

Sekil 84. Saflastirilan hCAI ve hCAIll izoenzimlerin CA hidrataz aktivitesi ve protein tayin
grafigi

3.3.3. SDS-PAGE ile Karbonik Anhidrazin Safhginin Kontrolii

Afinite kromatografisi ile eritrositlerden saflastirilan sigir karbonik anhidraz (BCA)

enzimi ve insan karbonik anhidraz (hCAI ve hCAII) izoenzimleri liyofilize edilerek
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deristirildi ve safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE (Boliim 2.2.5.) uygulandi. Standart
olarak molekiil agirlig1 bilinen protein marker1 kullanildi. Belirginlesen protein bantlarinin

goriintiisii alind1 (Sekil 85).

Marker BCA  hCAI hCATI

116kDa

66.2kDa

45kDa
35kDa
25kDa

18.4kDa

14.4kDa

Sekil 85. Afinite kromatografisi ile saflastirilan sigir karbonik anhidraz enzimi
(BCA) ve insan karbonik anhidraz izoenzimlerinin (hCAI ve hCAII)
SDS-PAGE goriintiisii

Protein standartlarinin relatif go¢ hizlart (Rf degeri) ile molekiil agirliklarinin
logaritmasi alinarak standart bir grafik ¢izildi. Bu grafigin denklemi y=-1.0482x + 2,0892
tamamlayicilik katsayis1 R%= 0.9855 olarak bulundu (Sekil 86). BCA, hCAI ve hCAII
enzimlerinin molekiil agirligi yaklasik 30 kDa’ dur. Bu denklemden yararlanarak SDS-

PAGE clektroforezinde saflastirilan enzimin de yaklagik molekiil agirligi 30 kDa olarak

hesaplandi.
2,5 -
y =-1,0482x + 2,0892
2 - R?=0,9855
<15 -
s e
S 1-
0,5
0 . .
0 0,5 1
Rf degeri

Sekil 86. Protein standartlarinin Rf degeri ile molekiil agirliklarinin
logaritmasi alinarak ¢izilen standart grafik
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3.4. Gida Katki Maddelerinin Karbonik Anhidraz Enzimi Uzerine Inhibisyon
Etkileri

34.1. Glda Katki Maddelerinin BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkileri

3 mM’ lik doygun substrat konsantrasyonunda sigir karbonik anhidraz (BCA)
enziminin esteraz aktivitesi tizerine 20 farkli gida katki maddesinin inhibisyon etkisi
arastirildi. Bunun i¢in her bir gida katki maddesinin bes farkli konsantrasyonunda esteraz
aktivite dl¢iimii yapildi. Inhibisyon etkisine sahip olan her bir gida katki maddesi i¢in
Aktivite(%)-inhibitdr konsantrasyonu [1] grafikleri ¢izildi (Sekil 87). Cizilen grafiklerden
% 50 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonlar1 (ICsp) (Sekil 88) ve % inhibisyon
(Sekil 89) degerleri hesaplandi. % Inhibisyon degerleri gida katki maddelerinin 2 mg/ml
(son konsantrasyon 0.067 mg/mL)’de gostermis olduklari inhibisyon degerleri kullanilarak

verilmistir.
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Sekil 87. BCA enziminin esteraz aktivitesi tizerine ¢alisilan 20 farkli gida
katki maddesinin 1Csp degerinin bulunmast i¢in 5 farkh
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[1] grafikleri
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Sekil 87°nin devami
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Sekil 87°nin devami
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Sekil 88. BCA esteraz aktivite yontemi ile belirlenen 20 farkli gida katki maddesinin ICso
(LM) degerleri
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Sekil 89. BCA esteraz aktivite yontemi ile belirlenen 20 farkli gida katki maddesinin 2
mg/ml (0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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3.4.2. Gida Katki Maddelerinin hCAI ve hCAII Izoenzimlerinin Esteraz
Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkileri

3 mM’lik doygun substrat konsantrasyonunda saflastirtlan hCAI ve hCAII
izoenzimlerinin esteraz aktivitesi iizerine 20 farkli gida katki maddesinin inhibisyon etkisi
arastirildi. Bunun i¢in her bir gida katki maddesinin bes farkli konsantrasyonunda esteraz
aktivite 6l¢timii yapildi. hCAI izoenzimi iizerine inhibisyon etkisine sahip olan her bir gida
katk1 maddesi igin Aktivite(%)-Inhibitdr konsantrasyonu [I] grafikleri ¢izildi (Sekil 90).
Cizilen grafiklerden % 50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlar1 (ICso) (Sekil
91) ve % inhibisyon (Sekil 92) degerleri hesaplandi. % Inhibisyon degerleri gida katki
maddelerinin 2 mg/mL (son konsantrasyon 0.067 mg/mL)’de gostermis olduklart

inhibisyon degerleri kullanilarak verilmistir.
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Sekil 90. hCAI enziminin esteraz aktivite iizerine ¢alisilan 20 farkli gida
icin 5 farkhi

katk1i maddesinin ICso degerinin bulunmasit
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikleri
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Sekil 90°nin devami
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Sekil 90°nin devami
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Sekil 90°nin devami
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Sekil 91. hCAI esteraz aktivite yontemi ile belirlenen 20 farkli gida katki maddesinin ICso
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Sekil 92. hCAl esteraz aktivite yontemi ile belirlenen 20 farkli gida katki maddesinin 2
mg/mL (0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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hCAII izoenzimi {izerine inhibisyon etkisine sahip olan her bir gida katki maddesi
icin Aktivite(%)-Inhibitér konsantrasyonu [I] grafikleri cizildi (Sekil 93). Cizilen
grafiklerden %50 inhibisyona sebep olan inhibitoér konsantrasyonlar1 (ICso) (Sekil 94) ve %
inhibisyon (Sekil 95) degerleri hesaplandi. % Inhibisyon degerleri gida katki maddelerinin
2 mg/mL (son konsantrasyon 0.067 mg/mL)’de gostermis olduklari inhibisyon degerleri

kullanilarak verilmistir.
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Sekil 93. hCAIl enziminin esteraz aktivite tizerine ¢alisilan 20 farkli gida
katki maddesinin ICsp degerinin bulunmast i¢in 5 farkh
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikleri
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Sekil 93°1in devami
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Sekil 93’1lin devami
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Sekil 95. hCAII esteraz aktivite yontemi ile belirlenen 20 farkli gida katki maddesinin 2
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3.5. Fenolik Bilesiklerin Karbonik Anhidraz Enzimi Uzerine inhibisyon
Etkileri

3.5.1. Eenolik Bilesiklerin BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkileri

3 mM’lik doygun substrat konsantrasyonunda sigir karbonik anhidraz (BCA)
enziminin esteraz aktivite tizerinde gallik asit, vanilik asit, p-OH benzoik asit,
protokatekuik asit, sinapik asit, kafeik asit, ferulik asit, klorojenik asit, protokatekualdehit,
vanilin, siringaldehit, katesin, siringik asit ve rozmarinik asit 14 farkli fenolik bilesigin
inhibisyon etkisi arastirildi. Ayni zamanda rozmarinik asitin hCAI ve hCAII izoenzimleri
tizerine etkisi arastirildi. Herbir fenolik bilesik i¢in hazirlanan bes farkli konsantrasyonda
esteraz aktivite Slciimii yapildi. Inhibisyon etkisine sahip olan her bir fenolik bilesik icin
Aktivite(%)-Inhibitér konsantrasyonu[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 96). Cizilen grafiklerden
% 50 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonlar1 (ICsp) (Sekil 97) ve % inhibisyon
degerleri (Sekil 98) hesaplandi.
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96. BCA enziminin esteraz aktivite tizerine ¢alisilan 14 farkli fenolik

standardin ICso degerinin bulunmasi i¢in 5 farkl
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikleri
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Sekil 96’nin devami
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Sekil 96’nin devami
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Sekil 98. BCA esteraz aktivite yontemi ile belirlenen 14 fenolik bilesigin 2 mg/mL (0.067
mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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3.6. Cay Ekstraktlarinin Karbonik Anhidraz Enzimi Uzerine inhibisyon
Etkileri

3.6.1. Cay Ekstraktlarinin BCA Enziminin Esteraz Aktivitesi Uzerine
Inhibisyon Etkileri

3 mM’lik doygun substrat konsantrasyonunda sigir karbonik anhidraz (BCA)
enziminin esteraz aktivite iizerinde ¢ay ekstraktlarinin inhibisyon etkisi arastirildi. Herbir
cay ekstrakti icin hazirlanan bes farkli konsantrasyonda esteraz aktivite 6l¢iimii yapildi.
Inhibisyon etkisine sahip olan her bir bitkisel ¢ay ekstrakti icin Aktivite(%)-Inhibitor
konsantrasyonu [I] grafikleri ¢izildi (Sekil 99). Cizilen grafiklerden %50 inhibisyona sebep
olan inhibit6r konsantrasyonlar1 (ICso) (Sekil 100) ve % inhibisyon (Sekil 101) degerleri
hesaplandi. Inhibisyon etkisine sahip olan diger ¢ay ekstraktlari icin Aktivite(%)-Inhibitdr
konsantrasyonu [I] grafikleri ¢izildi (Sekil 102). Cizilen grafiklerden % 50 inhibisyona
sebep olan inhibitér konsantrasyonlart (ICsp) (Sekil 103) ve %inhibisyon (Sekil 104)

degerleri hesaplandi.



206

80 - KAS
R2=0.9373
o 60 1 o
>
<40 -
< ¢ N
N
<20 - *
O T T T T T T 1
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060 0,070
[Karanfil] (mg/mL)
70 - TAS
60 - R2=0.9986
50 1
2 40 -
X
<C 30 -
S 50
10 -
0 T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020
[Tar¢in] (mg/mL)
120 - NAS
100 1 R® = 0.9761
@ 80 -
2 60 -
X
< 40 -
S
20 -
0 T T T T T 1
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120
[Nane] (mg/mL)
100 - ADS
R2=0.9108
80 -
2
260
X
< 40 -
S
20 -
0 T T T 1
0,000 0,050 0,100 0,150 0,200

[Adac¢ay1] (mg/mL)

Sekil 99. BCA enziminin esteraz aktivite lizerine ¢aligilan bitkisel ¢ay

ekstraktlarinin ICsp degerinin bulunmasi icin 5 farkl
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikleri
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Sekil 99°un devami
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(mg/mL) degerleri

160

140

=
o
o

80

60

% Inhibisyon

40

20

147

84

34 39
23 21
| a = B
T T T T T - T T 0 1

Karanfil  Tar¢in Nane Adagayr  lhlamur  Papatya Kusburnu Ekinezya

Sekil 101.

BCA esteraz aktivite yontemi ile galisilan bitkisel ¢ay ekstraktlarinin 2 mg/mL
(0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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Sekil 102. BCA enziminin esteraz aktivite iizerine ¢alisilan diger ¢ay

ekstraktlarinin 1Csp degerinin bulunmasi i¢in 5 farkl
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikleri
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Sekil 102°nin devami
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Sekil 103. BCA esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan diger ¢ay ekstraktlarinin ICsg
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Sekil 104. BCA esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan diger ¢ay ekstraktlarmin 2 mg/mL

(0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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3.6.2. Cay Ekstraktlarmnin hCA I ve hCA II Izoenzimlerinin Esteraz Aktivitesi
Uzerine Inhibisyon Etkileri

3 mM’lik doygun substrat konsantrasyonunda saflastirtlan hCAI ve hCAII
izoenzimlerinin esteraz aktivitesi lizerine ¢ay ekstraktlarinin inhibisyon etkisi aragtirildi.
Bunun i¢in her bir cay ekstrakti bes farkli konsantrasyonunda esteraz aktivite Ol¢timi
yapildi. hCAI izoenzimi {izerine inhibisyon etkisine sahip olan her bir bitkisel ¢ay ekstrakti
icin Aktivite(%)-Inhibitor konsantrasyonu [I] grafikleri cizildi (Sekil 105). Cizilen
grafiklerden % 50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlar1 (ICso) (Sekil 106) ve
%inhibisyon (Sekil 107) degerleri hesaplandi. % Inhibisyon degerleri ¢ay ekstraktlarmin 2
mg/mL (son konsantrasyon 0.067 mg/mL)’de géstermis olduklari inhibisyon degerleri
kullanilarak verilmistir. Ayn1 zamanda bu degerler diger ¢ay ekstraktlar1 i¢inde sirasiyla

Sekil 107, Sekil 108 ve Sekil 109°da verilmistir.
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Sekil 105. hCAI enziminin esteraz aktivite tizerine ¢alisilan bitkisel cay

ekstraktlarinin ICsp degerinin bulunmasi i¢in 5 farkl
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikleri
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Sekil 105’in devami
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Sekil 106. hCAl esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan bitkisel ¢ay ekstraktlarinin ICso
(mg/mL) degerleri
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Sekil 107. hCAl esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan bitkisel ¢ay ekstraktlarmin 2 mg/mL
(0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri



216

NCS

H\‘\‘_—_‘RZ =0.9907

vit N

D 0O O N
o O o o
1 1 1 J

%

N

o
1

0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000 0,1200
[2.Nevi siyah ¢ay] (mg/mL)

100 - ALS

N 0.979

% Aktivite
~r O o
S © o

N
o
1

O T T T T T T 1
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000 0,3500

[Altinbas Klasik siyah cay] (mg/mL)

OHS

100

e .

R*=0.976

% Aktivite
Y (o)) (0]
o o o

N
o
1

O T T T T T 1
0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000 0,1200

[Organik Hemsin siyah ¢ay] (mg/mL)

100 oYS

‘—%ﬁ\,\‘w = 0.9908

80
60

40

% Aktivite

20

0 T T T T T 1
0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000 0,1200

[Organik Ziimriit yesil cay] (mg/mL)

Sekil 108. hCAI enziminin esteraz aktivite iizerine galisilan diger ¢ay
ekstraktlarinin ICsp degerinin bulunmasi i¢in 5 farkl
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikleri
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Sekil 108’in devami
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Sekil 109. hCAI esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan diger ¢ay ekstraktlarinin ICsg
(mg/mL) degerleri
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Sekil 110. hCAl esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan diger ¢ay ekstraktlarinin 2 mg/mL
(0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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hCAII izoenzimi iizerine inhibisyon etkisine sahip olan her bir bitkisel cay ekstrakti
icin Aktivite(%)-Inhibitor konsantrasyonu [I] grafikleri cizildi (Sekil 111). Cizilen
grafiklerden % 50 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonlar1 (ICso) (Sekil 112) ve
% inhibisyon (Sekil 113) degerleri hesaplandi. % Inhibisyon degerleri ¢ay ekstraktlarmin 2
mg/mL (son konsantrasyon 0.067 mg/mL)’ de gostermis olduklari inhibisyon degerleri
kullanilarak verilmistir. Ayn1 zamanda bu degerler diger ¢ay ekstraktlart i¢inde sirasiyla

Sekil 114, Sekil 115 ve Sekil 116°da verilmistir.
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Sekil 111. hCAIl enziminin esteraz aktivite tizerine ¢aligilan bitkisel ¢ay
ekstraktlarinin ICsp degerinin bulunmasi i¢in 5 farkl
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[I] grafikler
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Sekil 111’in devami
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Sekil 112. hCAII esteraz aktivite yontemi ile galigilan bitkisel ¢ay ekstraktlarinin ICsg
(mg/mL) degerleri
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Sekil 113. hCAII esteraz aktivite yontemi ile ¢aligilan bitkisel ¢ay ekstraktlarinin 2 mg/mL
(0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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Sekil 114. hCAIl enziminin esteraz aktivite tizerine ¢alisilan diger cay
ekstraktlarinin ICsp degerinin bulunmasi i¢in 5 farkl
konsantrasyonunda ¢izilen Aktivite(%)-[1] grafikleri
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Sekil 114’iin devami
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Sekil 115. hCAlI esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan diger ¢ay ekstraktlarmin ICso
(mg/mL) degerleri
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Sekil 116. hCAlI esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan diger cay ekstraktlarinin 2 mg/mL
(0.067 mg/mL son konsantrasyon)’deki % inhibisyon degerleri
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Tablo 44. BCA, hCAI ve hCAII esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan gida katkilarinin 1Cso

(UM) degerleri
Bilesik Adi BCA (I1Cxo) hCAI (1Cso) hCAII (1Cso)
Eritrosin B 11 19 5
Kurkumin 77 189 74
Brilliant Blue FCF 136 208 364
Indigo karmin 142 1019 281
Brilliant Black BN 153 91 502
Ponceau 4R 240 678 617
Patent Blue V 267 474 397
Amarant 296 496 603
Karminik asit 587 684 581
Tartrazin 659 652 622
Sunset Yellow FCF 681 350 489
Allura Red AC 762 782 504
Butil hidroksi toluen (BHT) 513 463 104
Askorbik asit 994 1834 2160
Sorbik asit 1801 4566 3475
Benzoik Asit 1851 2784 2989
Sitrik asit 617 1799 1239
Asesiilfam K 2350 5998 2872
Sakkarin inaktif 2049 1015
Aspartam inaktif 2817 2936
Rozmarinik asit 106 94 83
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Tablo 45. BCA, hCAI ve hCAII esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan bitkisel ¢aylarin 1Cso

(mg/mL) degerleri
Bilesik Ad1 BCA (ICso) hCAI (1Cso) hCAII (1Cso)
Karanfil 0,005 0,076 0,052
Tar¢in 0,008 0,097 0,017
Nane 0,152 0,056 0,030
Adacay1 0,162 0,226 0,428
Ihlamur 0,217 0,254 0,200
Papatya 0,504 0,192 1,037
Kusburnu 0,702 0,671 0,383
Ekinezya 0,921 0,447 1,014

Tablo 46. BCA, hCAI ve hCAII esteraz aktivite yontemi ile ¢alisilan C. sinensis ¢aylarin

ICso (mg/mL) degerleri
Bilesik Ad1 BCA (1Cso) hCAI (I1Cso) hCAII (I1Cso)
Organik Yesil ¢ay 0,012 0,192 0,012
Cay ¢opti 0,024 0,413 0,055
Altinbas Siyah ¢ay 0,038 0,548 0,035
Nevi Siyah cay 0,039 0,282 0,031
Beyaz cay 0,046 0,229 0,163
Organik Hemsin Siyah ¢ay 0,047 0,354 0,046
Cay lifi 0,049 0,472 0,083
Antik Yesil ¢ay 0,062 0,107 0,022
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3.7. Eritrosin B Icin Ki Calisma Sonuclar:

Doygun substrat konsantrasyonunda insan eritrosit hCAI izoenzimi igin Eritrosin
B’nin, saflastirilan hCAI izoenzimi iizerindeki etkisi arastirildi. Olgiimler esteraz aktivite
tayin yontemleriyle yapildi. Inhibisyon etkisi gdsteren Eritrosin B icin Ki grafikleri ¢izildi
(Sekil 117). Ve gizilen grafikten Ki degerleri hesaplandi (Tablo 44).
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Sekil 117. hCAl izoenzimi kullanilarak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli
Eritrosin B konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 47. hCALI izoenziminin esteraz aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren
Eritrosin B’nin Kj degeri ve inhibisyon tiirii

inhibitér ICso [ Hesaplanan Ki | Ortalama Ki Inhibisyon
(mM) | (mM) degerleri (mM) tiirii
0,015 0,0029
Eritrosin B 0,019 0,019 0,0017 0,0028 +0,0011 Yarigsmasiz
0,023 0,0039
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3.8. Asetazolamid ve Siilfanilamid Standart inhibitorlerin BCA Enzimi
Uzerine Etkisi

3 mM doygun substrat konsantrasyonunda, CA’nin standart inhibitorleri olan
asetazolamid ve siilfanilamidin sigir eritrosit BCA enzimi {izerindeki inhibisyon etkisi
arastirllmustir. Olgiimler esteraz ve hidrataz aktivite tayin metoduyla yapilmustir.

Asetazolamidin BCA enziminin esteraz aktivitesi ve hidrataz aktivitesi iizerine
etkisini belirlemek igin ¢izilen Aktivite (%)-[1] grafikleri sirasiyla Sekil 118 ve 119°de
verilmistir. Siilfanilamidin BCA enziminin esteraz aktivitesi ve hidrataz aktivitesi iizerine
etkisini belirlemek i¢in gizilen Aktivite (%)-[1] grafikleri sirasiyla Sekil 120 ve 121°de
verilmistir. Bu grafiklerden % 50 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlari (ICsp)
hesaplanmustir.

Asetazolamid icin esteraz aktivite yontemi ile belirlenen ICso degeri 200 nM,
hidrataz aktivite yontemi ile belirlenen ICso degeri ise 72 nM olarak bulunmustur.
Siilfanilamid inhibitorii icin esteraz aktivite yontemi ile belirlenen ICso degeri 5 pM,

hidrataz aktivite yontemi ile belirlenen ICso degeri ise 5 uM olarak bulunmustur.
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Sekil 118. BCA enziminin esteraz aktivite iizerine galisilan asetazolamidin
ICs0 degerinin bulunmast i¢in 6 farkli konsantrasyonunda ¢izilen
Aktivite (%)-[I] grafikleri
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Sekil 119. BCA enziminin hidrataz aktivite tizerine ¢alisilan asetazolamidin
ICs0 degerinin bulunmasi i¢in 6 farkli konsantrasyonunda ¢izilen
Aktivite (%)-[1] grafikleri
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Sekil 120. BCA enziminin esteraz aktivite iizerine ¢alisilan siilfanilamidin
ICs0 degerinin bulunmasi i¢in 6 farkli konsantrasyonunda ¢izilen
Aktivite (%)-[1] grafikleri
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Sekil 121. BCA enziminin hidrataz aktivite lizerine ¢alisilan siilfanilamidin
ICs0 degerinin bulunmasi i¢in 6 farkli konsantrasyonunda ¢izilen
Aktivite (%)-[1] grafikleri



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Karbonik anhidraz (CA) (karbonat hidroliyaz E. C. 4. 2. 1. 1) aktif bolgesinde ¢inko
(Zn*?) iyonu iceren, eritrositlerde dahil olmak iizere cogu hiicre tipinde pH diizenleyici
enzim olarak gorev alan bir metaloenzimdir (Supuran vd. , 2003). Canlilarda CO2 ve
HCOz3z™ arasindaki karsilikli  doniisiimii  gerceklestirir.  Memelilerin  farkli doku ve
hiicrelerine yerlesmis, 16 farkli (CAI-XIV) CA izoenzimi tespit edilmistir (Supuran,
2010). CAI izoenzimi sitozolik olup, insan eritrositlerinde hemoglobinden sonra en bol
bulunan proteindir. Ayrica lenste, ter bezlerinde, kornea epitelyumunda, kalin bagirsagin
epitelyumunda, adipoz dokuda bulunur. CAIl izoenzimi diger izoenzimlerle
kiyaslandiginda katalitik aktivitesi oldukg¢a yiliksek olup 6zellikle g6z lensi, kornea ve
silyer epitelyumda yaygin olarak bulunmaktadir ve doniisiimsiiz korlige sebep olan
glokomda akdz humor g6z i¢i basincinin saglanmasinda bu enzimin inhibisyonu biiytik rol
oynamaktadir (Renzi vd., 2000).

Bilim adamlar1 tarafindan karbonik anhidraz enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon ve
aktivasyon etkisi gosteren bir¢ok ilag ve kimyasal maddeler arastirilarak etkileri literatiirde
rapor edilmistir (Supuran ve Scozzafava, 2001; Beydemir ve Giil¢in, 2004). Baz1 ilaclar
i¢in bu enzim bir¢ok dokuda hedef molekiil olarak kabul edilmektedir. Asetazolamid basta
olmak tizere heteroaromatik siilfonamidler karbonik anhidraz enziminin en giiclii organik
inhibitorleri olup CAI’ lerinin ana smifim1 olusturmaktadir ve klinikte basta glokom
tedavisi olmak ftizere anti-kanser, anti-timor, anti-obezite, anti-epileptik ve norolojik
rahatsizliklarda, pozitron emisyon tomografisi ve manyetik rezonans belirlenmesinde,
diagnostikte his materyali, antiiilser, diiiretik ilaglarin gelistirilmesinde halen yol gosterici
olarak kullanilmaktadir (Biilbiil vd, 2003; Supuran, 2008). Bu yiizden son yillarda CA
enziminin inhibisyon mekanizmasinin bilinmesi ve yeni inhibitér bilesiklerin literatiire
kazandirilmasi ¢ok biiylik 6nem kazanmistir (Supuran, 2008). Bu sayede, dogal ya da
sentetik yeni CA inhibitdrlerinin belirlenmesi ilag potansiyeli yiiksek olan bilesiklerin kesfi
i¢in 6nemli olacaktir.

Bu c¢alismada, sigir karbonik anhidraz enzimi (BCA) ve insan eritrosit karbonik
anhidraz izoenzimleri (hCAI ve hCAII), Sepharose 4B’nin serbest hidroksil gruplarinin
siyanojen bromiir (CNBr) ile aktiflestirilmesinden sonra tirozinin kovalent olarak takilmasi

ve son olarak siilfanilamidin diazolanarak kenetlenmesi ile hazirlanan kolonun
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kullanilmast sonucu saflastirilmistir. Saflastirilan enzimlerden tampon bilesenlerinin
uzaklagtirilmasi i¢in diyaliz islemi uygulanmistir. Daha sonra deisik protein ¢ozeltileri elde
etmek i¢in dondurup kurutma yontemi olan liyofilize islemi yapilmistir. Saflastirilan
izoenzimlerin safliklarinin kontrolii i¢in SDS-PAGE uygulanarak her bir enzim ig¢in tek
bant gézlenmistir. Saflagtirilma sirasinda eluatlarin protein miktarlar: hem kalitatif, hem de
yar1 kantitatif olarak belirlenmistir. Kalitatif olarak 280 nm de herbir eluatin absorbansi
Olctildii. Yar1 kantitatif protein tayinleri ise Coomassie-Blue yontemi ile belirlenmistir. Bu
yontemin diger protein tayinlerine gore bozucu faktorlerin pek olmamasi, ¢cok kisa siirede
uygulanabiliyor olmasi, protein-boya kompleksinin ¢dzeltilerde uzun siire kalmasi gibi
tistlinliiklerinin yan1 sira yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford, 1976).

Bu calismada karbonik anhidraz enzim aktivite tayin yontemlerinden esteraz
aktivitesi kullanilmigtir. Bu yOntemin esas1 karbonik anhidrazin ester baglarini
parcalanmasina dayanmaktadir (Armstrong vd., 1966). Karbonik anhidraz enzimi p-
nitrofenil asetat1 p-nitrofenole hidroliz etmesi sonucu olusan {iriin 348 nm’de absorbsiyona
sahiptir. Bu yontem Wilbur-Anderson yontemine gore daha hassastir.

Bitkisel ¢aylarda ve Camellia sinensis caylarinda esas olarak fenolik asitler ve
flavanoller olmak tizere bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin tayin edilmesi igin
gelistirilen HPLC-DAD-UV yontemi kullanildi. Yontemde kullanilan DAD ile fenolik
bilesikler 190-800 nm arasindaki absorbansa dayali olarak izlenerek her bir standardin
spektrumu kaydedildi. Ayrica ve C. sinensis ¢aylarinda ISO-14502-2 yontemi kullanilarak
HLPC-DAD ile 278 nm’de gallik asit, kafein ve katesinlerin analizi yapildu.

Caylardaki cay katesinleri, fenolik asitler ve kafein bilesimleri, c¢ayin hasat
mevsimine, tliriine, bah¢e kosullarina ve 6zellikle imalat islemi sirasinda fermantasyon
derecelerine gore degismektedir. Bu nedenle, yiiksek kaliteli ¢ay iirlinlerinin
gelistirilmesinde cay Orneklerinde bu bilesiklerin seviyelerinin es zamanli olarak
saptanmasi i¢in basit ve giivenilir bir analitik yontem olusturmak énemlidir.

Calismada thlamur ¢cayinda HPLC-DAD ile fenolik bilesen analiz sonucunda tespit
edilen fenolikler protokatekuik asit (177.2 mg/L ekstrakt), gallik asit (34.4 mg/L ekstrakt),
p-OH benzoik asit (16.3 mg/L ekstrakt), katesin (14.4 mg/L ekstrakt), vanilik asit (14.2
mg/L ekstrakt) ve ferulik asit (8.1 mg/L ekstrakt)’dir. Calismamizda igerigi aydinlatilan
bitkiler literatiirdeki ¢esitli calismalardakilerle uyum igindedir. Farkli thlamur tiirlerindeki
fenolik bilesikler incelenmis ve major fenolik bilesenin protokatekuik asit oldugu tespit

edilmistir (Akyuz vd., 2014; leria vd., 2015). Tar¢in ¢ayinin ana bilesenleri katesin (64.7
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mg/L ekstrakt), siringaldehit (29.2 mg/L ekstrakt) ve protokatekualdehit (3,4-
dihidroksibenzaldehid) (18.3 mg/L ekstrakt)’dir.  Literatiirde de targinda katesin ve
epikatesinin fazla miktarda bulundugu bildirilmistir (Vallverda-queralt vd., 2014). Ayrica
yapilan ¢alismalara gore ekstraksiyon yontemi ve kullanilan ¢6ziicii, tar¢in ekstraktinin
kimyasal o6zellikleri {izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
tarcinda bulunan fenolik bilesikler gallik asit, vanilik asit, klorojenik asit, tannik asit,
sinnamik asit, siringik asit, sinapik asit, kafeik asit, kumarik asit, p-OH benzoik asit, p-
hidroksibenzaldehid ve ferulik asittir (Jiao vd., 2013; Li vd., 2013; Helal vd., 2014,
Klejdus ve Kovacik, 2016). Adagayimin major bileseninin rozmarinik asit oldugu tespit
edildi (Tablo 19,13% nolu bilesik). Boylece adagayinda rozmarinik asit, kafeik asit (111.3
mg/L ekstrakt) ve klorojenik asit (76.6 mg/L ekstrakt) bilesiklerinin varligi gosterilmistir.
Kusburnu ¢ayinda ise ana bilesen katesin (1134.2 mg/L ekstrakt), protokatekuik asit (389.7
mg/L ekstrakt) ve gallik asit (98.5 mg/L ekstrakt)’dir. Ekinezya ¢aymin bilesenleri kafeik
asit (90.3 mg/L ekstrakt), protokatekuik asit (40.4 mg/L ekstrakt) ve klorojenik asit (20.3
mg/L ekstrakt)’dir. Papatya cayinda da ekinezya ¢ayinda oldugu gibi klorojenik asit (535.8
mg/L ekstrakt), protokatekuik asit (196.1 mg/L ekstrakt) ve kafeik asit (58.4 mg/L
ekstrakt) tespit edildi. Karanfil cayinda oldukca yiiksek konsantrasyonda gallik asit
(2077.2 mg/L ekstrakt) tespit edildi. Nane caymin ana bileseni adagayinda oldugu gibi
rozmarinik asit olarak belirlendi. Ayni zamanda kafeik asit (146.0 mg/L ekstrakt),
Klorojenik asit (139.7 mg/L ve protokatekuik asit (126.7 mg/L ekstrakt) bilesiklerinin de
varlig1 gosterildi. Calisilan ti¢ siyah ¢ay, iki yesil ¢ay, beyaz ¢ay, ¢ay ¢opii ve cay lifi
ekstraktlarinda da HPLC-DAD ile fenolik bilesen analiz sonucunda tespit edilen ve
standard1 kullanilan tek fenolik asit gallik asittir.

Bu calismada 3 siyah cay, 2 yesil ¢ay, 1 beyaz ¢ay, 1 cay lifi ve 1 ¢ay ¢Opii
ekstraktlarinda ayrica tek tek katesinler, kafein ve gallik asidin eszamanli olarak ayrilmasi,
tanimlanmasi ve miktar analizi HPLC-DAD metodu ile yapilmistir. Buna gore en yiiksek
gallik asit miktar1 siyah caylarda (151.2-229.2 mg/L ekstrakt), en diisiik miktar ise yesil
caylarda (21.7-31.9 mg/L ekstrakt) tespit edildi. Fermantasyon siireci siyah caylardaki
gallik asit diizeylerini belirgin bir sekilde yiikseltmektedir. Bunun yani sira higbir
fermantasyona tabi olmadan dogrudan taze cay yapraklarinin kurutulmasi ve buhara tabi
tutulmasiyla elde edilen yesil ¢ay numuneleri ise daha yiiksek seviyede epigallokatesin
(1953.8-3033.7 mg/L ekstrakt), epigallokatesin gallat (1424.8-2015.6 mg/L ekstrakt),
epikatesin (612.6-811.5 mg/L ekstrakt)ve epikatesin gallat (612.6-811.5 mg/L ekstrakt)
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icermektedir (Tablo 43). Cayda en bol bulunan alkaloid olan kafein beyaz c¢ay
numunesinde en fazla miktarda tespit edildi (2179.2 mg/L ekstrakt). Cay lifi ve ¢ay ¢opii
ekstraktlarinda ise gallik asit miktar1 (74.6-102.4 mg/L ekstrakt) yesil ¢aylara gore daha
fazla olup igerdigi katesinler 41-180 mg/L ve kafein miktarlari ise 697-923 mg/L arasinda
degismektedir (Tablo 43).

Yirmi farkli gida katki maddesinin (12 tane renklendirici, 2 tane antioksidan, 3
tane tatlandirici, 2 tane koruyucu ve 1 tane asitlik diizenleyici) BCA esteraz aktivite
yontemi ile belirlenen ICso degerleri 11-2350 uM araligindadir. Calisilan gida katki
maddelerine grup olarak bakildiginda en yiiksek inhibisyon degerleri renklendiricilerde
olup bunlar arasinda en yiiksek inhibisyon sentetik renklendirici olan Eritrosin B (1Cso: 11
uM)’de tespit edildi. Eritrosin B 11 uM’lik ICsg degeri ile CA’nin en gii¢lii inhibitorleri
arasinda olan siilfanilamide yakin bir ICso degerine sahiptir. Bu sonuca gore siilfanilamid
tirevleri gibi bir oksi-ksanten ve benzoik asit tiirevi olan Eritrosin B’nin tiirevleride CA
inhibitorleri olarak ¢alisilmalidir. Gida katki maddelerinin BCA esteraz aktivitesi iizerine
inhibisyon etkisi ¢aligmalar1 ilk defa bu ¢alismada yapilmistir. Hemen hemen her tiirlii
yiyecek ve icecege antioksidan olarak katilan BHT (ICso: 513 uM) ve askorbik asitin (ICso:
994 uM) CA aktivitesi lizerine etkisi bulunmaktadir. Tatlandiricilar olarak ¢alisilan
sakkarin ve aspartamimn BCA aktivitesi {lizerine herhangi bir etkisi olmayip inaktif
bulunmustur. Asesiilfam K ise en diisiik inhibisyona (2 mg/mL konsantrasyonda % 13)
sahiptir. Gidalara koruyucu olarak katilan sorbik ve benzoik asitinde CA aktivitesi iizerine
etkisi ¢ok diisiik tespit edildi. Son olarak gidalarin islenmesinde asit diizenleyici olarak
kullanilan sitrik asitin ICso degeri 617 uM olarak bulunmustur.

Literatiirde baz1 gida katki maddelerinin hCAI ve hCAII iizerine etkisi ¢aligmalari
yeni yapilmaktadir. Esmaeili ve arkadaglari in vitro olarak farkli spektrofotometrik
teknikler kullanarak renklendiriciler arasindan Allura Red AC ile hCAIIl arasindaki
etkilesimi caligmistir. Calismadan elde edilen ICso degeri 565 uM olup buldugumuz
sonuglara benzemektedir. Ayrica Sentiirk ve arkadaslarinin dogal renklendiricilerden
kurkumin (ICsocaly: 5.63 uM ve ICsoncan: 4.81 uM) ile ¢aligsmasi bulunmaktadir.

Gida katki maddelerinin hCAI ve hCAII izoenzimleri lizerine etkisine bakildiginda
yine renklendiricilerin daha yiiksek inhibisyona sahip oldugu tespit edilmistir. Her ii¢
enzim i¢inde en yiiksek inhibisyona sahip olan Eritrosin B’nin saflastirilan hCAI izoenzimi
icin Kj degeri 0.0028 mM olup inhibisyon tiirli yarismasiz inhibisyon olarak bulundu. BCA

enzimi lizerine etkisi ¢ok az olan ya da bulunmayan tatlandiricilarin hCAI ve hCAIl
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izoenzimlerinin aktiviteleri lizerinde diisiik te olsa etkiye sahip oldugu bulunmustur
(Sakkarin 1Csoncar: 2049 uM ve Aspartam ICsoncan: 2817 uM; Sakkarin  ICspncar:
1015 uM ve Aspartam ICsoncaiy: 2936 uM).

Calismamizda ayrica bitkisel ¢aylar ve C. sinensis gay tiirlerinin de BCA, hCAI ve
hCAII izoenzimleri lizerine etkisi arastirildi. Calisma sonuglarina gore bitkisel caylar
arasinda BCA aktivitesi tizerine karanfil (ICso: 0.005 mg/mL), tar¢in (ICso: 0.008 mg/mL)
ve nane (ICso: 0.152 mg/mL) gaylarinin yiiksek etkili oldugu, ekinezya ¢aymin ise (1Cso:
0.921 mg/mL) diisiik etki gosterdigi tespit edilmistir. hCAI izoenzimi i¢in yine nane (1Cso:
0.056 mg/mL), karanfil (ICso: 0.076 mg/mL) ve tar¢in (ICso: 0.097 mg/mL) yiiksek etki
gostermis olup kusburnu (ICso: 0.671 mg/mL) caymin disiik etki gosterdigi tespit
edilmistir. hCAII izoenzimi i¢in de tar¢in (ICso: 0.017 mg/mL), nane (ICso: 0.030 mg/mL)
ve karanfil (ICso: 0.052 mg/mL) ¢aylarinda yiiksek aktivite, ekinezya (1Cso: 1.014 mg/mL)
cayinda diigiik aktivite bulunmustur.

Bu calismada 14 fenolik bilesigin BCA esteraz aktivitesi lizerine etkisi arastirildi.
Bu fenolik bilesiklerden 13 tanesinin sahip oldugu ICso degeri 53-1940 uM arasinda olup
siringik asitte ise aktivite goriilmedi. Fenolik bilesiklerde hidroksisinamik asit tiirevlerinin
BCA’y1 daha 1yi inhibe ettigi tespit edildi. Ayrica HPLC-DAD ile yapilan fenolik bilesen
analizinde adagayr ve nanede major bilesen olan rozmarinik asitin de her ii¢ enzim
tizerinde inhibisyona (ICsoica): 106 uM; ICsoncal: 94 uM; ICsoncany: 83 uM) sahip
oldugu bulundu.

C. sinensis ¢ay tiirlerinin BCA enziminin aktivitesi iizerine etkisine bakildiginda en
yiiksek etkiyi ICso degeri 0.012 mg/mL’olan Organik Ziimriit yesil ¢ay, en diisiik etkiyi de
Antik yesil ¢ay (ICso: 0.062 mg/mL) gostermektedir. Cay ¢Opli ekstrakti ise diger siyah,
beyaz, yesil ¢ay ve cay lifinden daha diisiik ICso degerine, dolayisiyla da daha yiiksek
aktiviteye sahiptir.

C. sinensis ¢ay tiirlerinin hCAI ve hCAII izoenzimleri {izerine inhibisyon etkisi en
fazla Antik yesil ¢ay (ICsoncan: 0.107 mg/mL; ICsoncan):0.022 mg/mL) ve Organik
Zimrit yesil ¢ayda (ICsoncar): 0.192 mg/mL; ICsoncany: 0.012 mg/mL) iken, en diisiik etki
Altinbag Klasik siyah cay (ICsoncan: 0.548 mg/mL) ve beyaz cayda (ICsoncan): 0.163
mg/mL) goézlendi.

Secicilik faktorii (Sf), bir numunenin inhibisyon etkisi agisindan iki izoenzim
arasinda ortaya koydugu aymrimin bir gostergesi olup, iki izoenzimle elde edilen ICso

degerlerinin oran1 seklinde hesaplanir. Sf’nin 1’den biiyiik olmas1 ICso’si paydaya yazilan
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izoenzim {izerine etkinin daha fazla oldugu anlamina gelir. Bu agidan gida katki
maddelerinin izoenzimler agisinda Sf degerlerine bakildiginda (Tablo 48), Eritrosin B,
Indigo karmin ve Butil hidroksi toluen (BHT) nin hCAII iizerine secici inhibitér olarak
degerlendirilebilir. Aynmi sekilde Tablo 49’a bakildiginda Tar¢in ¢ayr hCAII’nin segici
inhibitorii iken, papatya ¢ayr hCAD’in secici inhibitorii olabilir. Tablo 50°de C. sinensis
caylarda hCAII iizerine etki belirgin sekilde daha yiiksek olup secici hCAII inhibitorleri

arayisinda degerlendirilebilir.

Tablo 48. Gida katki maddelerinin izoenzimler agisindan segicilik faktorleri (Sf)

Bilesik Ad1 ST (hcarncarn Sf (Bcamcal) St scamcan)
Eritrosin B 3,8 0,6 2,2
Kurkumin 2,6 0,4 1,0
Brilliant Blue FCF 0,6 0,7 0,4
1ndigo karmin 3,6 0,1 0,5
Brilliant Black BN 0,2 1,7 0,3
Ponceau 4R 1,1 0,4 0,4
Patent Blue V 1,2 0,6 0,7
Amarant 0,8 0,6 0,5
Karminik asit 1,2 0,9 1,0
Tartrazin 1,0 1,0 1,1
Sunset Yellow FCF 0,7 1,9 1,4
Allura Red AC 1,6 1,0 1,5
Butil hidroksi toluen (BHT) 4,5 1,1 4,9
Askorbik asit 0,8 0,5 0,5
Sorbik asit 1,3 0,4 0,5
Benzoik Asit 0,9 0,7 0,6
Sitrik asit 15 0,3 0,5
Asestilfam K 2,1 0,4 0,8
Sakkarin 2,0 - -
Aspartam 1,0 - -
Rozmarinik asit 1,1 1,1 1,3
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Tablo 49. Bitkisel ¢ay ekstraktlarinin izoenzimler agisindan segicilik faktorleri

(S)
Numune Adi ST (hcarncarn Sf ecamcan | ST Bcamcan
Karanfil 1,5 0,1 0,1
Tar¢in 57 0,1 0,5
Nane 1,9 2,7 5,1
Adacay1 0,5 0,7 0,4
Ihlamur 1.3 0,9 11
Papatya 0,2 2,6 0,5
Kusburnu 1,8 1,0 1,8
Ekinezya 0,4 2,1 0,9

Tablo 50. C. sinensis cay ekstraktlarinin izoenzimler agisindan segicilik faktorleri (Sf)

Numune Adi Sf (heavncany | ST (Bcamcar Sf @camcan)
Organik Yesil cay 16,0 0,1 1,0
Cay copt 7,5 0,1 0,4
Altinbag Siyah cay 15,7 0,1 1,1
Nevi Siyah cay 9,1 0,1 1,3
Beyaz cay 1.4 0,2 0,3
Organik Hemsin Siyah ¢ay 1,7 0,1 1,0
Cay lifi 5,7 0,1 0,6
Antik Yesil cay 49 0,6 2,8




5. ONERILER

Bu calismada, elde edilen bilgiler gida ve igecek olarak tiliketilen iirtinlerin
bilesenleri olan molekiillerin iki onemli yonden Onemini ortaya koymustur. Bunlardan
birincisi biitiin insan hiicrelerinde 6nemli bir fonksiyonu yerine getiren karbonik anhidrazin
inhibisyonunun  olusturabilecegi sorunlardir. Ikincisi ise, calisilan saf madde ve
karisimlardan yola ¢ikarak klinik olarak oOnemli ila¢ potansiyeli olan yeni karbonik
anhidraz inhibitorlerinin tiretilebilmesidir.

Cay (C. sinensis) ve diger bitkisel ¢aylar yaygin olarak tiiketilmektedir. Bu
caylardan elde edilmis olan sulu ekstraktlarla yapilan ¢alisma, bilesenlerin karbonik
anhidrazi 6nemli Ol¢lice inhibe edebildigini gdstermistir. Bu enzimin inhibisyonu ise
metabolizmanin temel iriinii olan karbondioksitin dokulardan taginip viicuttan atilmasi
mekanizmasinin yavaglamasi anlamina gelmektedir. Bu istenmeyen durumun ne derece
onemli olduguyla ilgili bilgi, ¢ay bilesenlerinin emilim ve doku dagilimi ¢alismalari ve in
Vivo ¢aligsmalarla ortaya konmalidir. Bu agidan yine bu galismada incelenen gida katki
maddeleri de onemlidir. Gida katki maddeleri hazir gidalarda yaygin kullanilmasi
nedeniyle ayn1 bakis acisiyla degerlendirilmelidir. Hatta son yillarda hazir gida tiikketiminin
artmasina paralel olarak goriilme siklig1 artan hastaliklarin karbonik anhidraz inhibisyonu
ile iliskisi ortaya konmalidir.

Calisilan bitkiler ve saf maddelerle elde edilen veriler, ayn1 zamanda yeni dogal ve
sentetik karbonik anhidraz inhibitorleri konusunda yeni ¢alismalarin yapilmasi gerektigini
ortaya koymaktadir. Bu anlamda 6zellikle gida katki maddeleri arasinda enzim inhibisyonu
standart inhibitdrlere yakin olanlar iyi bir baslangi¢ noktasi teskil edecektir.

Gida bilesenlerinin CA inhibisyonu {izerinden saglik tizerine etkileri ve tespit edilen
yiiksek aktiviteli bilesiklerden baglayan yeni bilesiklerin sentezi konularinda aragtirma
grubumuz tarafindan yeni calismalarin planlamasi yapilmaktadir. Bitki bilesenlerinin

karbonik anhidraz inhibisyonu ile ilgili ¢alismalar ise halen siirdiiriilmektedir.
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