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OZET

Doktora Tezi

YABANI PRUNUS, SORBUS VE DIOSPYROS TURLERINDE BAZI FENOLIK
MADDELERIN TAYINi VE YENI BIR ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYIN
METODUNUN (CHROMAC) GELISTIRILMESI

Esra ISIK
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Belgin 1ZGi

Bu tez kapsaminda elektron transfer metoduna dayanan ve literatiirde yaygin olarak
kullanilan antioksidan kapasite tayin metotlarina alternatif olabilecek yeni bir
antioksidan kapasite tayin metodu gelistirilmistir. Gelistirilen Cr(VI) antioksidan
kapasite tayin (CHROMAC) metodu Cr(VI)’nin asidik ortamda organik maddeleri
yiikseltgeme ve 1,5-difenilkarbazid ile kararli diaquabis (1,5-difenilkarbazon) krom(lll)
kompleksi olusturma oOzelligine dayanir. Materyallerin ve standart maddelerin
antioksidan kapasite degerlerinin CHROMAC metoduyla tayin edilebilmesi i¢in
ortamin pH/E® degeri (pH= 2,8/E°=0,95V), Cr(VI)’mn 1,5-difenilkarbazid ile girdigi
reaksiyondaki mol orani (1:1), reaksiyon siiresi (50 dakika), fenolik maddeler i¢in
dogrusal ¢alisma araliginin (6,0x107°-4,5x10™ mol/L) ve girisim etkilerinin belirlenmesi
caligmalart yapilmigtir. Ayni1 zamanda gelistirilen CHROMAC metodunun dogal
orneklere uygulanabilirligi incelenmistir. Standart maddeler ile yapilan g¢alismalarla
metodun TEAC degeri ABTS ve CUPRAC metotlartyla karsilagtirilmistir. Ayrica
Bursa’da dogal olarak yetisen Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus
spinosa L., Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., tiirlerinin
meyveleri igin ultrasonik ve ¢oziicli ekstraksiyonlar1 (asidik, bazik, asidik-bazik ve
enzimatik) uygulanarak ornek hazirlama teknikleri gelistirilmis ve bu meyvelerde
bulunan fenolik maddeler, kantitatif olarak HPLC-DAD ile belirlenmistir. Yabani
meyvelerin antioksidan kapasite degerleri ABTS, CUPRAC ve CHROMAC metotlar1
ile belirlenerek elde edilen sonuglar karsilagtirilmastir.

Anahtar Kelimeler: Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L., Prunus
divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., HPLC, CHROMAC, antioksidan
kapasite, ABTS, CUPRAC. 2017, 114 + xii sayfa



ABSTRACT

PhD Thesis

DETERMINATION OF SOME PHENOLIC COMPOUNDS IN WILD PRUNUS,
SORBUS, DIOSPYROS AND DEVELOPMENT OF A NEW ANTIOXIDANT
CAPACITY DETERMINATION METHOD (CHROMAC)

Esra ISIK
Uludag University
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Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Belgin iZGi

In this thesis, based on electron transfer and a novel antioxidant capacity method, Cr
(V1) antioxidant capacity (CHROMAC) method, which may be an alternative to widely
used antioxidant capacity determination methods available in the literature, has been
developed. The developed Cr(VI) antioxidant capacity (CHROMAC) method is based
on the property of Cr (VI) to oxidize the organic materials in the acidic medium and to
form the stable diaquabis (1,5-diphenylcarbazone) chromium (111) complex with 1,5-
diphenylcarbazide. To determination of antioxidant capacity values of samples and
standards with CHROMAC method, the working conditions need to be in proper pH/E°
ratio. For this purpose of developing CHROMAC method experimental studies is
performed with determine of the pH/E® (pH=2,8/E°=0,95V) value of the medium, the
molar ratio of Cr (V1) to the reactant with 1,5-diphenylcarbazide (1:1), the reaction time
(50 minutes), the linear working range for phenolic substances (6,0x10°-4,5x10™
mol/L) and interference effect. At the same time the applicability of the CHROMAC
method to natural samples has been examined. The mentioned developed method TEAC
values was compared with at worked method of ABTS and CUPRAC via standards. In
addition, sample preparation techniques were developed by applying ultrasonic and
solvent extractions (acidic, basic, acidic-basic and enzymatic) for the fruits of naturally
grown of Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L., Prunus
divaricata Ledeb.subsp. divaricata, Diospyros lotus L. wild fruit species in Bursa and
the phenolic materials present in these fruits were quantitatively determined by HPLC-
DAD. Antioxidant capacity values of wild fruits were determined by ABTS, CUPRAC
and CHROMAC methods and the results obtained were compared.

Anahtar Kelimeler: Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L.,
Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., HPLC, CHROMAC,
antioxidant capacity, ABTS, CUPRAC. 2017, 114+ xii pages
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1. GIRIS

Dogal iiriinlerin besin degerini arttiran maddeler; yaslanma ve yaslanma sonucu olusan
hastaliklarin sebebi olan serbest radikalleri 6nleyen savunma mekanizmalaridir. Viicutta
olusan serbest radikallerin aktivasyonu antioksidan adi verilen savunma
mekanizmalariyla engellenmektedir. Antioksidan maddeler, aktif oksijen olusumunu
engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri tutarak, oksidasyonun insan sagligi igin
olusturdugu tehlikeleri hiicresel boyutta engellemekte ve dejeneratif hastaliklarin
olusumunu durdurmaktadir. Antioksidan etkiden sorumlu olan grubun da fenolik

maddeler oldugu bilinmektedir (Tsao ve Yang 2003, Huang ve ark. 2005).

Bitkisel kaynakli besinler igerisinde meyveler, fenolik maddeler bakimindan zengin
dogal antioksidan kaynaklaridir. Ozellikle yabani meyvelerin yapisinda bulunan zengin
fenolik madde igeriginin saglik iizerindeki olumlu etkilerinin ortaya konulmasindan
sonra ve yapay olarak elde edilen maddelerden uzaklasilmaya baglanmasi ile dogal
fenolik maddelere olan ilgi ve 6dnemini daha da artacagini diisindiirmektedir. Gida ve
farmakoloji alanlarindaki kullanim olanaklar1 yaninda, insan saglig1 iizerinde de 6nemli
destekleri bulunan fenolik maddelerin, etki mekanizmalarinin anlasilmasi ve teknolojik
olarak kullanilabilme yollarinin arastirilmasimin 6nemli oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle, yapilan bilimsel g¢aligmalarda da dogal firiinlerin antioksidan 6zelliginin
belirlenmesi ve antioksidan kapasite tayin metotlarinin gelistirilmesi Onem

kazanmaktadir.

Sorbus torminalis L. (Pitlicen. Ak¢aagac Yaprakli Uvez), Sorbus domestica L. (Ak Uvez),
Sorbus torminalis L. (Pitlicen. Ak¢aaga¢ Yaprakli Uvez), Sorbus domestica L.(Ak Uvez),
(Gliner, A. 2012 de Cormus domestica (L.)Spach. nin sinonimi olarak alinmistir.)
Prunus spinosa L. (Cakal erigi), Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata (Yunus
erigi), Diospyros lotus L. (Kara hurma, Hirnik), tiirii yabani meyveleri, tilkemizde dogal
yayilis gostermektedir (Davis 1972, Giiner 2012). Yabani meyveler iizerinde yapilan
caligmalarda; bu meyvelerin antienflamatuvar, antidiabetik, antiviral ve antioksidan
kapasite gibi ozelliklere sahip olduklar1 belirtilmektedir (Lust 1980, Baytop 1999,
Demirezer 2007, Olszewska ve Roj 2011).



Antioksidan kapasite tayin metotlari, 6l¢iim prensipleri, deneysel kosullar ve reaksiyon
verebildikleri fenolik madde gruplarma gore degisim gostermektedirler. Dolayisiyla
antioksidan kapasitesi tayin edilmek istenen materyalin tek bir metotla degil farkl
metotlarla kapasite degerinin belirlenmesi tahmin edilen deger i¢cin daha dogru sonug
verebilir. Bu amagla literatiirde bulunan mevcut antioksidan kapasite tayin metotlarina
alternatif olabilecek yeni bir antioksidan kapasite tayin metodu olan Cr(V1) antioksidan
kapasite (CHROMAC) metodu literatiire kazandirmak adina metot gelistirme
caligmalar1 yapilmisttr. CHROMAC metodu; Cr(VI)’nin asidik ortamda organik
maddeleri yiikseltgeme ve 1,5-difenilkarbazid ile kararli diaquabis(1,5-difenilkarbazon)
krom(IlI) kompleksi olusturma ozelligine dayanmaktadir. CHROMAC metodunun
gelistirilmesinde uygun pH/E® degeri, Cr(VI)’nin 1,5-difenilkarbazid ile girdigi
reaksiyondaki mol orani, reaksiyon siiresi ve fenolik maddeler i¢in dogrusal ¢alisma
araliginin  belirlenmesi c¢alismalar1 yapilmstir. Deneysel ¢alismalar sonucunda
CHROMAC metodu alternatif bir antioksidan kapasite metodu olarak literatiire
kazandirilmistir (Isik ve ark. 2013). Ayrica Bursa’da dogal yetisen Sorbus torminalis L.,
Sorbus domestica L., Prunus spinosa L., Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata.,
Diospyros lotus L., tiirlerinin meyvelerindeki fenolik maddelerin kantitatif tayinlerine
uygun Ornek hazirlama ve yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) teknigi

kullanilarak tayin yontemi gelistirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler; kimyasal olarak kisaca, sahip oldugu aromatik halkada g¢esitli

fonksiyonel gruplara (esterler, metilesterler, glikozidler vb.) ilaveten hidroksil grubu

tasiyan madde olarak tanimlanir. Fenol’iin kendisi de dogal bir iirindiir ancak ¢ogu

fenolik bilesik iki veya daha fazla sayida hidroksil grubu tasimaktadir. Fenolik

bilesikler karbon yapisina bagl olarak farkli siniflara ayrilirlar (Cizelge 2.1.1).

Cizelge 2.1.1. Bitkilerdeki fenolik bilesik siniflar1 (Dey ve Harborne 1989)

Karbon atom sayis1  Temel iskelet  Sinif Ornek

6 Cs Basit Fenoller Katesol, hidrokinon,2,6-
Benzokinonlar dimetoksi benzokinon

7 Ce-Cy Fenolik asitler p-hidroksi benzoik asit,

Salisilik asit

8 Cs-C> Asetofenonlar 3-Asetil-6-metoksi

Fenilasetik asitler benzaldehit, p-
hidroksifenilasetik asit

9 Cs-C3 Hidroksisinamik Kafeik asid, ferulik asid,
asitler, Fenil propenler  miristisin, eugenol,
Kumarinler umbelliferon, aesculetin,
Izokumarinler bergenin, eugenin.
Kromonlar

10 Cs-Cs Naftakinonlar Juglon, plumbagin

13 Cs-C1-Cs Ksantonlar Mangiferin

14 Cs-Co-Cs Stilbenler, Lunularik asit,
Antrakinonlar Emodin

15 C6-C3-Cs Flavonoidler Kuersetin, siyanidin,
[zoflavonoidler Genistein

18 (C6-Cs)2 Lignanlar, Pinoresinol,
Neolignanlar Eusiderin

30 (Cs-C3-Cs) Biflavonoidler Amentoflavon

2.1.1. Fenolik bilesiklerin dogada bulunusu

Fenolik bilesikler; fenol gibi oldukca basit bilesiklerden proantosiyanidinler gibi yiiksek

derecede polimerlesmis yapilara kadar ¢ok genis bir aralifi kapsamaktadirlar.

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin biyosentetik olarak iki ana yoldan olusumu Sekil

2.1.1.1°de kisaca 6zetlenmektedir (Dey ve Harborne, 1989).



1- Dogrudan hidroksi sinnamik asit ve kumarinler gibi fenil propanoidleri veren sikimik
asit yolu.

2-Pek cok kinonlar1 ve basit fenolleri iiretebilen poliketit yolu.

Fenolik bilesiklerin en genis sinifi olan flavonoidler, biyosentetik olarak belirtilen iki

yolun birlesiminden olugmaktadir (Demirkiran 2005).
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Fotosentez
Karbonhidratlar
Pentoz Devri
Annl piruvik asit
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Karotenoidler

Sekil 2.1.1.1. Fenolik bilesiklerin olusum yolu (Dey ve Harborne 1989)

2.1.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki temel guruba
ayrilir. Hidroksibenzoik asitler, Cg-C; yapisinda bir fonksiyonel karboksilik aside sahip
fenolik bilesiklerdir ve en yaygin olarak gallik, para-hidroksibenzoik, vanilik, siringik
ve protokatekuik asit bilinmektedir. Hidroksisinamik asitler ise Cg-C3 fenilpropan
yapisindadirlar. Fenilpropan halkasmna baglanan OH grubunun konumu ve yapisina
bagli olarak farkli 6zellik gostermektedirler. En yaygin bulunanlari; para-kumarik,
ferulik, kafeik ve sinapik asitlerdir. Bitkilerde bulunan fenolik asitlerin biiyiik bir kismi

organik asitler ve sekerlerle esterlesmis haldedir (Balasundram ve ark. 2006,



Nizamlioglu ve Nas 2010). Fenolik asitlerin genel yapisi Sekil 2.1.2.1° de ve
hidroksibenzoik asitlerin ve hidroksisinamik asitlerin genel siiflandiriimalar1 Cizelge
2.1.2.1 ve Cizelge 2.1.2.2 ’de verilmektedir.

R1 R1
R2 COOH R2 |C_|::CH—COOH

R3 R3

(@) (b)

Sekil 2.1.2.1. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit
tiirevleri (Shahidi ve Naczk 1995)

Cizelge 2.1.2.1. Hidroksibenzoik asitlerin genel siniflandirilmasi

Hidroksibenzoik asitler R1 R2 R3
p-hidroksibenzoik asit H OH H
Protokatekuik asit H OH OH
Vanilik asit OCH; OH H
Siringik asit OCHs OH OCH;
Gallik asit OH OH OH
Cizelge 2.1.2.2. Hidroksisinamik asitlerin genel siniflandirilmasi
Hidroksisinamik asitler R1 R2 R3
p-kumarik asit H OH H
Kafeik asit H OH OH
Ferulik asit OCH; OH H
Sinapik asit OCHjs OH OCHj3

2.1.3. Flavonoidler

Flavonoidler, iki benzen halkasi (A ve B) ve bu halkalar1 birbirine baglayan, oksijen
igeren piran veya piron halkasindan olusan benzer sekilde siralanmis Cis (Cg-C3-Cg)
yapisina sahip bilesiklerdir (Sekil 2.1.3.1). Flavonoidler bitkilerde en fazla glikozit
tirevleri olarak bulunmalarina ragmen aglikonlar olarak da bulunurlar. Hidroksil
gruplarinin her biri ¢esitli fenolik ve alifatik asitlerle agillenebilir ve bazi karbonlar bir
ya da daha fazla farkli basit karbonhidratla yer degistirebilir. Bitkilerde, flavonoidler
hidroksilleme, metilleme ve en Onemlisi glikolizleme gibi cesitli yapilar da

bulunabilirler (Robards ve Antolovich 1997). Ayrica flavonoid yapisindaki siibstientler



benzil, sinamil, hidroksil, izofenil ve metoksil igerebilirler (Harborn ve Williams 2000).
Flavonoidler (‘C’) halkasindaki degisiklik nedeniyle flavonlar, flavononlar,
izoflavonlar, flavonoller, antosiyaninler ve flavanoller olmak iizere alt siniflara

ayrilirlar. Flavonoidlerin kimyasal yapis1 Sekil 2.1.3.1” de verilmektedir.

Sekil 2.1.3.1. Flavonoidlerin kimyasal yapisi

Flavonoid yapilarinda herhangi bir hidroksil grubu glikolizlenebilir. Glikolizasyon
etkisi flavonoidleri serbest radikallere karsi daha az reaktif ve daha fazla suda
cozilebilir hale getirir. Glikolizleme, c¢ogunlukla hiicre bosluklari i¢inde bulunan
flavonoidlerin depolanmasina da olanak verir (Robards ve Antolovich 1997). Sekil

2.1.3.2°de flavonoid siniflarinin temel glikolizlenme yerleri verilmektedir.

O
. 0
(@
(@]
Flavanon

Flavonol Antosiyanidin

Sekil 2.1.3.2. Flavonoid siniflarinin temel glikolizlenme yerleri



2.1.3.1. Flavonoller

Flavonoller meyvelerde en fazla bulunan flavonoidlerdir ve genel yapilari Sekil
2.1.3.1.1 ve Cizelge 2.1.3.1.1" de verilmektedir. Bu bilesikler, genellikle O-glikozitler
olarak en yaygm ‘C’ halkasinin 3 pozisyonunda hidroksil grubuyla konjuge olmus
yapida bulunurlar (Kris-Etherton ve ark. 2002, Nichenametla ve ark. 2006). Bu yapinin
seker kismini ¢ogunlukla glikoz ya da ramnoz olustururken galaktoz, arabinoz, ksiloz,
glukuronik asit gibi seker yapilari da bulunabilmektedir. Meyvelerde en yaygin bulunan

flavonoller kuersetin, kamferol, mirisetin ve izoramnetindir.

Flavonoller biosentezleri sirasinda 1sikla uyarilmalari nedeniyle eser miktarda, bitkinin
toprak yiizeyine yakin kisminda bulunurken genel olarak meyvelerin disinda, kabuk ve

yapraklari gibi hava ile temas eden bolgelerinde birikirler (Manach ve ark. 2004).

Sekil 2.1.3.1.1. Flavonollerin kimyasal yapisi

Cizelge 2.1.3.1.1. Flavonollerin kimyasal yapisi
Flavonol R1 R2 R3
Kuersetin OH OH H
Kamferol H OH H
Mirisetin OH OH OH

2.1.3.2. Flavonlar

Flavonlar meyvelerde ve sebzelerde yaygin olarak bulunmazlar. Flavonlar, temel olarak
luteolin ve apigenin glikozitlerinden olugmaktadir. Flavonlarin kimyasal yapist Sekil
2.1.3.2.1 ve Cizelge 2.1.3.2.1° de verilmektedir. Maydanoz ve kerevizin énemli flavon
kaynagi oldugu belirlenmistir (Manach ve ark. 2004). Turunggil meyvelerinin kabuklari
oldukca fazla miktarda polimetoksilat flavonlari: tangeretin, nobiletin ve sinensetin
icerirler. Nobiletin ve sinentin taze, sekerli, portakal kabugunda ve tangeretinin ise
mandalina yaginda bulundugu bilinmektedir (Shahidi ve Naczk 1995, Robards ve
Antolovich 1997). Ayrica bu polimetoksilat flavonlar en hidrofobik flavonoidlerdir
(Manach ve ark. 2004).



Sekil 2.1.3.2.1. Flavonlarin kimyasal yapis1

Cizelge 2.1.3.2.1. Flavonlarin kimyasal yapisi

Flavon R1 R2 R3
Luteolin OH OH H
Apigenin H OH H

2.1.3.3. Flavanonlar

Flavanonlar, bitkilerde diger flavonoidler ile karsilastirildiginda daha az miktarda
bulunurlar. Flavanonlar hidroksilli glikozitler ve o-metilli tiirevleri olarak bulunurlar
(Scalbert ve ark. 2005, Crozier ve ark. 2006, Espin ve ark. 2007) ve turunggil
meyvelerinin temel flavonoidleridir. Temel aglikonlari naringenin, eriodiktiol ve
hesperetin Sekil 2.1.3.3.1 ve Cizelge 2.1.3.3.1° de gosterilmektedir. Diger bitkilerin
flavanonlar1 nadiren glikozidik sekilde bulunurken turunggil flavanonlari genellikle

glikozitleri olarak bulunur (Robards ve Antolovich 1997).

Sekil 2.1.3.3.1. Flavanonlarin kimyasal yapist

Cizelge 2.1.3.3.1. Flavanonlarin kimyasal yapisi

Flavanon R1 R2 R3
Naringenin H OH H
Eriodiktyol OH OH H
Hesperetin OH OCH; H

2.1.3.4. izoflavonlar

Izoflavonlar; 6strojene yapisal benzerlik gosteren flavonoid grubunda yer almaktadir.
Steroid olmamalarina ragmen estradiol molekiilii i¢cinde 7 ve 4' konumlarinda hidroksil
gruplarina sahiptirler. Izoflavonlar gercek olmayan hormonal ézellik tasirlar ve dstrojen

alicilar1 baglama yetenegindedirler. Bu 6zellik sebebiyle bitkisel kaynakli dstrojenik



etkiye sahip yapilar olarak siniflandirilirlar. Temel izoflavonlar genistein, daidzein ve

glisiteindir (Sekil 2.1.3.4.1) (Manach ve ark. 2004).
R3 ] o
R2
R1 O

OH
Sekil 2.1.3.4.1. izoflavonlarm kimyasal yapisi
Cizelge 2.1.3.4.1. Izoflavonlarin kimyasal yapisi
izoflavonlar R1 R2 R3
4' 7-Dihidroksiizoflavon (Daidzein) H H OH
4'5,7-Trihidroksiflavon (Genistein) OH H OH
4', 7-Dihidroksi-6-metoksiisoflavon (Glisitein) H OCHj; OH

2.1.3.5. Flavanoller

Flavanoller en karmasik flavonoidlerdir ve heterosiklik C halkasmin C, ve Cs iki Kiral
merkezleriyle karakterize edilmektedirler (Crozier ve ark. 2006, Iriti ve Faoro 2006,
Nichenametla ve ark. 2006). Flavanoller hem monomerik (katesinler) hem de polimerik
(proantosiyanidinler) yapida bulunurlar ve meyvelerin 6nemli bilesenleridir. Sekil
2.1.3.5.1° de flavanollerin kimyasal yapist gosterilmektedir. Katesinler prosiyanidinler
icin monomer birimleridir. Monomerler arasindan (+)-katesin, (-)-epikatesin, (+)-
gallokatesin ve (-)-epigallokatesin bilesiklerinin meyvelerde bulundugu bildirilmektedir
(Robards ve Antolovich 1997). Flavonoidlerin diger smiflarinin tersine flavanoller
meyvelerde glikozit yapilarindan ¢ok serbest halde bulunurlar (Manach ve ark. 2004).
Yesil ¢ay ve ¢ikolata en zengin katesin kaynagi olarak bilinmektedir. Gallokatesin,
epigallokatesin ve epigallokatesin gallatlar bazi baklagiller, {iziim ve daha 6nemlisi
cayda bulunabilirken katesinler ve epikatesinler meyvelerin temel flavanolleri arasinda
yer almaktadir (Arts ve ark. 2000 a,b). Katesinlerin 6nemi hem dogal polifenoloksidaz
substratlart  olmalar1 hem de kahverengilesme olayinda bulunmalarindan

kaynaklanmaktadir (Manach ve ark. 2004).



OH

OH OH
OH HO o
I R1
HO (6] o .
o T
OH
A B

Sekil 2.1.3.5.1. Flavanollerin kimyasal yapisi
Cizelge 2.1.3.5.1. Flavonollerin kimyasal yapisi
Flavonol (A/B) R1 R2
(+)katesin/(-)epikatesin H OH
(+)katesin galat /(-)epikatesin gallat H O-gallat
(+)gallokatesin/(-)epigallokatesin OH OH
(+)gallokatesin gallat/(-)epigallokatesin gallat OH O-gallat

2.1.3.6. Antosiyaninler

Antosiyaninler suda ¢oziilebilir pigmentlerdir ve ¢ogu bitki tiirlerinin pembe, kirmizi,
mavi ya da mor renginden sorumlu olan flavonoidlerdir (Castafieda-Ovando ve ark.
2009). Antosiyanin molekiillerinin sagladigi renkler ilk kez 1939 yilinda Pauling
tarafindan agiklanmistir. Pauling antosiyaninlerin renk siddetine rezonans yapidaki
flavilyum iyonunun sebep oldugunu ileri siirmiistiir (Wrolstad ve ark. 2005).
Antosiyaninlerin temel yapilar1 antosiyanidinlerdir. Antosiyanidinler (ya da aglikonlar);
bir aromatik halka (A) nin oksijen igeren heterosiklik halkaya (C) baglanmasi ve
yapinin da karbon-karbon baglartyla ii¢lincii aromatik halkaya (B) baglandig1 yapilardir
(Konczak ve Zhang 2004). Sekil 2.1.3.6.1 ve Cizelge 2.1.3.6.1° de antosiyanidinlerin
kimyasal yapist verilmektedir. Antosiyanidinler olduk¢a kararsiz yapilardir.
Antosiyanidinler glikozit yapilarinda bulunduklarinda (bir sekere baglandiklarinda)
antosiyaninler olarak bilinirler (Sekil 2.1.3.6.2) (Castaneda-Ovando ve ark. 2009).
Glikolizasyon antosiyaninlere kararlilik saglar. Baglanma C-3 ve daha sik olarak da C-5
pozisyonlarinda meydana gelebilir (Mazza ve Miniati 1993, Springob ve ark. 2003). En
yaygin olan glikozil gruplar monosakkaritlerdir 6zellikle de glukoz, galaktoz, ramnoz ve
arabinozdur. Acilleme i¢in ise en yaygin olan agil gruplar1 antosiyaninlere bagli bulunan
hidroksisinamik asitler (6zellikle kafeik, ferulik ve para-kumarik asitler), alifatik

dihidrokarboksilat ve malonik asittir (Williams ve Grayer 2004). Agilleme suda
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¢oziilebilirligi arttirir ve enzim katalizli glikozidaz bozunmalarmma karst koruma

saglayabilir (Springob ve ark. 2003).

Sekil 2.1.3.6.1. Antosiyanidinlerin kimyasal yapis1

Cizelge 2.1.3.6.1. Antosiyanidinlerin kimyasal yapisi
Antosiyanidin R1 R2
Siyanidin OH H
Delfinidin OH OH
Malvidin OCH; OCH;
Pelargonidin H H
Peonidin OCH; H
Petunidin OH OCHg3;
OH
O OH

OH
Antosiyanidin . .
(Aglikon) Glikozit
Antosiyanin

Sekil 2.1.3.6.2. Antosiyanin yapist

Antosiyaninlerin kararliligi; pH, saklama sicakligi, kimyasal yap1, miktar, 151k, oksijen,
coziicliler ve enzimler, flavonoidler, proteinler ve metalik iyonlar gibi faktorlerden

etkilenmektedir (Rein 2005).

Antosiyaninler ortam pH degerine bagli olarak farkli kimyasal yapida
bulunabilmektedirler (da Costa ve ark. 1998, Fleschhut ve ark. 2006). pH’ nin 1 oldugu
ortamda flavilyum katyonu (kirmizi renkli) baskin tiirdiir, kirmizi ve mor renklere
katkida bulunur. pH degeri 2 ile 4 arasinda oldugunda kuinoidal mavi tiirler baskindir.
pH 5 ile 6 arasinda oldugunda renksiz iki tiir sirastyla karbinol pseudobaz ve kalkon
mevcudiyedi so6z konusudur. pH degeri 7’den biiyiikk oldugunda antosiyaninler

yapilarindaki siibstitiient gruplarina bagl olarak bozunmaktadirlar (Sekil: 2.1.3.6.3). pH
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degeri 4 ile 6 arasinda oldugunda ise antosiyaninin dort yapisi; flavilyum katyonu, susuz
kuinodial baz, renksiz karbinol baz ve acgik sar1 renkli kalkon ayni anda
bulunmaktadirlar. Kuinodial bazlar ve karbinol arasindaki denge flavilyum katyonu
araciligiyla olusur (Sekil 2.1.1.6.3 D, A ve E yapilar). pH arttirildiginda, susuz bazin
miktar1 arttiginda ve daha asidik kosullarda baskin tiirler kirmiz1 flavilyum iyonudur
(Cooper-Driver 2001). Notr ortamda aglikon kararliligi azalmaktadir. Aglikonlarin
tersine, monoglikozitler ve ¢ogunlukla diglikozitlerin tiirevleri nétr pH ortaminda daha
kararlidir. Bu davranis, seker molekiillerinin kararsiz ara triinleri olan fenolik asit ve
aldehit bilesiklerine bozunmasiyla agiklanmaktadir (Fleschhut ve ark. 2006) (Sekil
2.1.3.6.4)

OR,
OR, OR, OH
O OH on
.
+H20 HO . HO oHQ
HO Os OR, ~— HO & O —_ OR,
= OR, >
OR, -H+ P OR,

OR
OH - o 1 OH
P

pH 5 pH 6
(A) (E) F)
OR,
X
OR,

pH 2
(B)

W L OR,
OH
Oy 0. _O
= ‘ OR,
SN OR,
OH

pH3

HO O
=

OH

©

“ OR,
S
HO O o‘ O,
S0R,
o

pH 4
D)

Sekil 2.1.3.6.3. Antosiyaninlerin pH degerine bagli kimyasal yapilar1 Ry=H ya da
sakkarit, R, ve R3= H ya da metil (Castaneda-Ovando ve ark. 2009).
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diketon

Sekil 2.1.3.6.4. Antosiyaninlerin bozunma reaksiyonu R;=H ya da sakkarit, R, ve Rz=H
ya da metil (Castafieda-Ovando ve ark. 2009).

Dogada ¢ok fazla sayida ve cesitte antosiyanin vardir. Antosiyaninler arasindaki temel
farklar; hidroksillenmis gruplarin sayisi, yapiya bagli olan sekerlerin sayisi,
molekiildeki seker baglanan aromatik ve alifatik karboksilatlar ve bu baglarin pozisyonu
olarak siralanabilmektedir (Kong ve ark. 2003). Bitkilerde, en yaygin bilinen
antosiyanidinler ise pelargonidin, peonidin, siyanidin, malvidin, petunidin ve
delfinidindir (Clifford ve Scalbert 2000).

2.2. Fenolik Bilesiklerin Saghk Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin lipid, protein ve niikleik asitlere oksidatif hasar yaparak, hiicre
icindeki yapilar1 bozarak ve DNA yapisindaki biyokimyasal bilesiklerde bozulmalara
yol agarak birgok farkli hastaliga yol agabilecegi belirtilmektedir (Tunalier ve ark. 2002,
Saldamli 2007, Demiray ve Tiilek 2008). Serbest radikaller, kanser, kalp hastaliklari,
akciger hastaliklari, katarakt gibi pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir. Antioksidan
maddeler, serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonu durdurarak, oksijeni ve
metalleri baglayarak, oksidasyonun sebep oldugu zararlar1 engellemektedir (Aras 2006,
Karakaya ve Nehir El, 2006).

Bitkilerdeki fenolik bilesiklere olan ilgi giderek artmaktadir. Bunlarin dogada
bulunuslari, dagilimlari, biyosentezi, bitkilerdeki metabolizma ve fonksiyonlarina ait
akademik c¢alismalarin o6tesinde, fenolik bilesikler, uygulamali bilimlerde artan bir

oneme sahip olmaktadirlar. Bitkisel kaynakli antioksidanlar, serbest radikal gidericisi,
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peroksit parcalayicisi, enzim inhibitorleri ve sinerjistler olarak islevlere sahiptir.
Antioksidanlar; serbest radikallerin neden oldugu zararli etkileri, diisiik yogunluklu
lipoproteinleri (LDL) ve lipoprotein oksidasyonunu oOnleyerek saglik {izerinde olumlu
etkiler yapmaktadirlar (Kafkas ve ark. 2006, Aras 2006). Fenolik bilesikler antialerjik,
antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antirombotik
etkiye sahip oldugu yapilan pek ¢ok arastirma ile tespit edilmistir (MacDougall 2002,
Kafkas ve ark. 2006). Antioksidan olarak fenolik bilesikler kanser, kalp hastaliklari,
katarakt, g6z hastaliklar1 ve Alzheimer gibi hastaliklar1 engellemektedirler (MacDougall
2002, Pehluvan ve Giileryiiz 2004, Demirezer 2007, Nizamlioglu ve Nas 2010).

Bitkisel iirlinlerin antioksidan etkileri 6zellikle flavonoidler basta olmak iizere sinnamik
asit tliirevleri, kumarinler gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Flavonoidler en
yiiksek yapili bitkilerden basit yapili mantarlara kadar hemen her bitki tlirtinde yaygin
olarak bulunan bilesiklerdir. Bakteri ve yosunlarin biiyiik bir kisminda bulunmazlar.
Boylece flavonoidler dogal olarak bulunan fenollerin en biiyilk gruplarindan birini
olustururlar. Ayrica sahip olduklar1 biyolojik etkinliklerinden dolay1 flavonoidler
bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda en Onemli bilesik smiflarindan birisini
olustururlar. Flavonoidler antikarsinojenik, antialerjik ve antiinflamatuar 6zellikleri

yoniinden bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmektedir (Cody ve ark. 1986).

2.3. Tiirkiye’ de Yetisen Baz1 Yabani Meyveler

Tirkiye'nin bitki ¢esitliligi agisindan diinyanin nadir bolgelerinden oldugu ve halen
binlerce bitki tiirline ev sahipligi yaptig1 ve bitkilerin yaklagik {igte birinin endemik
olarak sadece iilkemizde yetistigi bilinmektedir (Giiner 2012, Ekim 2009, Ozhatay ve ark.
2005). Ayrica birgok yabani meyvelerin gen kaynaklar1 da Tirkiye’dir (Ketenoglu ve
ark. 2011). Bursa ve g¢evresi de, Tiirkiye nin 6nemli bitki ¢esitliligi merkezlerinden biri
olmasi yaninda gerek kiiltiir gerekse yabani meyvelerin ¢esitliligi bakimindan da biiyiik
bir zenginlige sahiptir (Kaynak ve ark. 2005).

Beslenmede meyve ve sebzeler esas olarak vitamin, mineral madde ve gida posasi
kaynag1 olarak onem tasirlar. Ozellikle yabani meyvelerin yapisinda bulunan fenolik

maddelerin saglik tizerindeki olumlu etkilerinin ortaya konulmasindan sonra bu
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meyveler giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir ve bu ilginin de giderek artacagi
distintilmektedir. (Baytop 1999, Ebrahimzadeh ve ark. 2008)

Yenebilir yabani bitkiler, kuru arazilerde yetistigi icin, tadi, kokulart ve tasidigi
mineraller agisindan tarim yoluyla yetistirilen meyvelere gore daha yogundur. Yabani
meyveler erozyon alanlarinda ve 6zellikle de normal meyve agaglari i¢in fazla riizgarh
olan alanlarda bolca bulunur. Bu bitkiler kuslar1 ve bocekleri de i¢ceren ekosistem i¢in ev
sahipligi yapar. Yerel meyveler taze veya kurutulmus olarak (recellerde, serbetlerde,
marmelatlarda) kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda bu meyvelerden birgok farkli hastaligin

tedavisinde dogal ilag olarak da yararlanilmaktadir (Ebrahimzadeh ve ark. 2008).

2.3.1. Sorbus L. (Uvez) tiirleri:
Sorbus domestica L. (Ak Uvez) ve Sorbus torminalis L. (Ak¢aaga¢ Yaprakh Uvez)

Uvez; anavatani Finlandiya olup Rosaceae familyasinda, Sorbus L. cinsine ait etli
meyveli ¢ogunlukla yabani yetisen agaglardir. Ulkemizde Marmara ve Karadeniz
bolgelerinde dogal olarak yetismekte ve yetistirilmektedir. Agustos ve Eyliil aylarinda
hasat edilen iivezlerin (Sorbus L.), iilkemizde dogal olarak yayilis gésteren 16 tiiri
bulunmaktadir (Giiner 2012). Bunlardan, Sorbus domestica (L.) Crantz. (iivez), Sorbus
torminalis (L.) Crantz. (akgaaga¢ yaprakl iivez), Sorbus aucuparia (L.) (kus tivezi) ve
Sorbus umbellata (Desf) Fritsch. (ak iivez) en 6nemli tiirlerdir (Ketenoglu ve ark. 2011).

Uvez meyvesi, ham olarak yapisindaki yiiksek diizeydeki fenolik bilesikler ve 6zellikle
taneneler nedeniyle tiiketilemeyecek kadar buruk bir tada sahiptir. Bu meyvelerde
olgunlagma ile fenolik madde yapisinda bazi degisiklikler olmakta meyve zaman iginde
yenilebilir bir hale gelmektedir. Meyve, yapisindaki yiiksek orandaki fenolik
maddelerin (Termentzi ve ark. 2008) yani sira, sorbitol (%10), sekerler, karotenoid
bilesikleri ve C vitamini de igcermektedir (Hakkinken ve ark. 1999, Ketenoglu ve ark.

2011).

Sorbus L. tiirleri iizerinde bugiine kadar yapilan fitokimyasal ¢alismalarin sonucunda
izole edilen ve yapilar1 aydinlatilan fenolik bilesikler ve flavonoidler bulunmaktadir.
Bulunan sonuglara gore klorojenik ve diger hidroksisinamik asitler, kuersetin, kamferol,

seksangularetin, isorhamnetin, diisik miktarda antosiyanin (siyanidin tiirevleri) ve
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prosiyanidinler bulundugu belirtilmistir (Niirnberger 1964, Pyysalo ve Kuusi 1974,
Maiitta-Riihinen ve ark. 2004, Olszewska 2008; 2009). Sorbus L. tiirleri tizerinde
yapilan ¢alismalarda; bu tiiriin antidiabetik, idrar soktiiriicli, antienflamatuvar, damar
agict/genisletici, vitamin ve antioksidan aktivite 6zelligine sahip oldugu belirlenmistir
(Kahkonen ve ark. 1999, Strzelecka ve Kowalski 2000, Hukkanen ve ark. 2006,
Termentzi ve ark. 2006).

2.3.2. Prunus L. tiirleri:

Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata (Yunus Erigi) ve Prunus spinosa L.
(Cakal Erigi)

Rosaceae familyast Prunus L. cinsine ait olan Prunus divaricata Ledeb. subsp.
divaricata ve Prunus spinosa L. tiirleri halk arasinda kiraz erigi ve yabani erik, ¢akal
erigi olarak bilinmektedir. Erigin bircok tiirli 1liman bolgelerde yetistirilmektedir.
Prunus spinosa L. tiirleri Avrupa, Kuzey Bati Afrika, Kafkasya, Tiirkiye; Prunus
divaricata Ledeb. subsp. divaricata tiirleri ise Balkanlar, Gliney Bat1 ve Orta Asya,
Tiirkiye olmak iizere diinyada ¢ok genis bir yayilis gosteren ¢ok yillik bir bitkidir. Erik
meyvesi tiirlerde renk ve sekil bakimindan farklilik gosterir. Sekilleri yuvarlak ya da
uzunca olan meyveler yesil-saridan mora kadar degisik renklerde olabilir. Meyve
ozellikleri bakimindan farkli yerli tipleri de bulunmaktadir (Ketenoglu ve ark. 2011).
Prunus L. tiirii meyvelerinin yapisinda gallik asit, protokatekuik asit, p-kumarik asit,
ellagik asit (Alafion ve ark. 2011), antosiyanidinler (siyanidin 3-rutinosit ve peonidin 3-
rutinosit) (Usenika ve ark. 2009) ve kamferol, kuersetin glikozitler (Henning ve

Herrmann 1980) bulundugu belirtilmistir.

2.3.3. Diospyros L. tiirleri:

Diospyros lotus L. (Kara Hurma)

Diospyros L. tiirleri Ebenaceae familyasindan yaklasik 500 kadar bitki tiiriinii kapsayan
bir cinstir. Bazi tiirleri hurma adlariyla bilinir. Tiirkiye'de iki tiirii bulunur. Bunlardan
kara hurma (Diospyros lotus L.) Kuzeydogu Anadolu'da yetisir. Diger tiir olan Trabzon
hurmasi (Diospyros kaki L.) ise kiiltiir bitkisi olarak sonradan yayilmistir (Ketenoglu ve
ark. 2011, Baytop 1999). Meyvenin kimyasal icerigi incelendiginde bazi yag asitleri,
sekerler ve fenolik asitler; gallik asit, metilgallat, ellagik asit, kamferol, kuersetin,

mirisetin, mirisetin  3-O-g-glukoronit ve mirisetin-3-O-a-ramnosit  bulunmustur.
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Diospyros lotus L. sakinlestirici, kanamay1 durdurucu, besleyici ve ayni zaman kabizligi
tedavi edici oldugu belirtilmistir (Ahmet ve Kadioglu 1998, Ayaz ve ark. 1995).

2.4. Analitik Yontemler

Bitki orneklerinden fenolik bilesiklerin tayini ekstraksiyon islemi ile baslar (Sekil
2.4.1.). Metanol, etanol, aseton, su, etil asetat, az miktarda kullanilan propanol,
dimetilformamid ve bunlarin karigimlar1 fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in siklikla

kullanilir (Antolovich ve ark. 2000).
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Sekil 2.4.1. Bitkilerde ve gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin tayin yontemleri
(Rostagno ve ark. 2009)

Ekstraksiyon iglemi gidanin ¢esidine, tayin edilmek istenen fenolik bilesiklere ve
kullanilan analitik metoda baghdir (Lee ve Widmer 1996). Ekstraksiyon isleminde ilk
basamak olan gidanin ezilmesi, preslenmesi ya da 6giitiilmesi gidanin yiizey alanim
arttirir ve boylece gidanin ekstraksiyon c¢oOzeltisiyle daha iyi etkilesmesini saglar

(Waterman ve Mole 1994). Fenolik bilesiklerin ¢ogu glikozitleri ya da esterleri olarak
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bulundugu i¢in, 6rnek hazirlama isleminde asidik, bazik ya da enzimatik hidrolizden
yararlanilarak serbest fenolik bilesikler olusturulmaktadir.

2.4.1. Ekstraksiyon islemleri

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu kimyasal yapilarindan, uygulanan
ekstraksiyon metodundan, muhafaza siiresi ve kosullarindan ve girisim yapan
maddelerin bulunmasina kadar pek ¢ok faktorden etkilenir. Bitkilerde bulunan fenolik
bilesikler; fenolik asitler, kumarinler, flavonoidler, stilbenler ve ligninler olmak tizere
oldukga genis bir aralik igermektedir (Shahidi ve Naczk 2004). Fenolik bilesiklerin
¢ozlinirligl; ¢oziiciiniin polaritesine, fenolikler maddelerin polimerizasyon derecesine
ve diger bilesiklerle olan etkilesimine gore degisir. Dolayisiyla bitkideki biitiin fenolik
bilesiklerin ya da belirli sinif fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in tek bir metottan s6z
edilemez. Sivi-sivi ekstraksiyonu, sokslet ekstraksiyonu, kati faz ekstraksiyonu, kati-faz
mikro-ekstraksiyonu ve matriks-katt faz ekstraksiyonu fenolik  bilesiklerin

ekstraksiyonu igin kullanilan ve bilinen klasik yontemlerdir.

Ekstraksiyon siiresini kisaltan, organik c¢oziicli tiiketimini azaltan, g¢evre kirliligini
onleyen yeni ekstraksiyon tekniklerine olan ihtiya¢ giderek artmaktadir. Antioksidan
maddelerin bitkilerden ekstraksiyonunda kullanilan yeni tekniklerden ultrason destekli,
mikrodalga destekli, siiperkritik ve hizlandirilmis ekstraksiyon sistemleri olduk¢a hizli
ve etkilidirler. Bu tekniklerde yiiksek basing ve/veya yiiksek sicakliklarda calisma
imkaninin olmasi ekstraksiyon siiresini biiylik oranda azaltmaktadir (Wang ve Weller

2006, Perez-Serradilla ve ark. 2007, Tavman ve ark. 2009).

Ultrason destekli ekstraksiyon uygulamalarinda yiiksek yogunlukta ve yiiksek
frekanstaki ultrason dalgalariin gida materyali lizerindeki etkilerine yonelik ¢aligmalar
literatiirde bulunmaktadir (Vinatoru ve ark. 1999, Zhang ve ark. 2011) Ultrasona maruz
kalan bitkisel dokularda fiziksel degisimler meydana gelmektedir (Mason 1998).
Ultrason etkisiyle hiicre duvarlar1 hasar gorerek doku igindeki ekstrakte edilebilir
bilesenlerin ortaya ¢ikmasi ve bu maddelerin ¢oziici fazina geg¢mesini
kolaylastirmaktadir (Vinatoru 2001). Belirtilen 6zellik nedeniyle ultrason destekli

ekstraksiyon metotlar1 gelecekteki uygulamalar i¢in 6nemli potansiyele sahiptir.
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Ultrason destekli ekstraksiyon sistemi ucuz, basit ve verimli olmasi nedeniyle klasik
ekstraksiyon tekniklerine iyi bir alternatiftir. Ultrasonun kati-sivi ekstraksiyonunda
kullanilmasinin basglica yararlar1 hizli kinetik ve verim artisidir. Ayrica ultrason, diistik
sicakliklarda da etkin olarak uygulanabildiginden sicakliga duyarli maddelerin ekstrakte
edilmesini de miimkiin kilar. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri gibi yeni tip
ekstraksiyon sistemleriyle karsilastirildiginda ultrason sistemi daha ucuz ve

kullaniminin kolay olmasi nedeniyle daha avantajlidir (Tavman ve ark. 2009).

Ultrason destekli ekstraksiyon; yag, esansiyal yaglar ve fenolik bilesikler gibi
maddelerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Sharma ve Gupta tarafindan yapilan
calismada badem, kayis1 ve piring kepeginden yagin ekstrakte edilmesinde yiiksek
verim elde etmek igin ultrason uygulamasinin kritik 6n islem oldugu belirtilmistir
(Sharma ve Gupta 2004). Soyadan yag ekstraksiyonunda ultrason uygulamasi

ekstraksiyon verimini 6nemli 6l¢iide arttirmistir (Li ve ark. 2004).

Ultrason uygulamasi ekstraksiyon kinetigini ve ekstraktin kalitesini de arttirir. Wang ve
ark. tarafindan yapilan calismada (2006) bugday kepeginden fenolik bilesenlerin
ekstraksiyonu isleminin optimizasyonu sonucunda en uygun igslemin %64’liik etanolle
60 °C’de 25 dakika siireyle uygulanan ultrasonik ekstraksiyonla elde edildigi
vurgulanmigtir (Wang ve ark. 2008). Dereotundan ekstraksiyonda kullanilan ultrason
destekli ekstraksiyon sisteminde alinan sonuglarin klasik ekstraksiyona gore bir kag kat
daha hizli oldugu bulunmustur (Wang ve Weller 2006). Ultrason kolza, soya ve
aycicegi gibi yagl tohumlardan yag ekstraksiyonunda da kullanilmistir. Ultrason
uygulamasinin ekstrakte edilen yag kompozisyonunda degisiklik olmadan islem siiresini

yartya indirdigi belirtilmistir (Luque-Garcia ve Luque de Castro 2004).

2.4.2. Hidroliz islemleri

Fenolik bilesiklerin ¢ogu glikozitleri ya da esterleri olarak bulundugu ig¢in, 6rnek
hazirlama islemi asidik, bazik ya da enzimatik hidroliz icererek fenolik bilesikleri
serbest hale getirir. Eger fenolik bilesikler tiirevleri halinde tayin edilmek istenirse

hidroliz basamagi uygulanmaz.
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Flavonol glikozitlerin ¢ogunun referans maddeleri olmadigi igin kantitatif analizlerini
yapmak zordur. Bitkilerde bulunan flavonollarin miktar tayininde flavonol glikozitlerin
hidroliz edilerek aglikonlarina doniistiiriilmesi pratik olarak oOnerilen bir metottur
(Hertog 1994, Robards ve Antolovich 1997). Asidik ya da bazik kosullar altinda fenolik
madde yapilar1 bozulmasina ragmen asidik ve bazik hidroliz, fenolik asitler serbest hale
geemesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Asidik hidroliz metodu bitki ekstraktinin ya
da gida 6rneginin inorganik asit (HCI gibi) ile su ya da organik ¢oziicii igerisinde belirli
sicakliklarda muamele edilmesi ile yapilir. Calisilan asit araligi 1-2 N HCI ve reaksiyon
stiresi 30-60 dakikadir. Asidik hidroliz bitki matriksi ve flavonol bilesiginin yapis1 gibi
birgok faktorden etkilenir (Hertog ve ark. 1992). Dolayisiyla farkli bitki drneklerinde
flavonol glikozitlerin asidik hidrolizi i¢in tek yontem onermek zordur. Flavonoid
glikozitlerin  asidik hidrolizi i¢in optimum sartlarin  belirlenmesi; flavonoid

cekirdegindeki sekerin baglanma pozisyonuna ve glikozitin kararlili§ina gore degisir.

Bazik hidroliz ise numunenin 1-4 M NaOH c¢ozeltisi ile muamele edilmesiyle yapilir.
En yaygin reaksiyonlarda ornek oda sicakliginda 15 dakikadan baslayan siireyle bir
gece bekletilebilir. Yapilan bazi ¢alismalarda reaksiyonlarin karanlikta, argon ya da azot
gazi gibi inert atmosfer altinda yapilmasi gerektigini belirtmistir (Krygier ve ark. 1982).
Benzoik ve sinamik asit esterlerinin bazik hidrolizi oda sicakliginda 4-24 saat (Seo ve
Morr 1984) ya da azot gazi ortaminda 60°C de 90 dakika NaOH ile muamele edilerek
yapilmigtir (Kuninori ve Nishiyama 1986). Bazik hidrolizin hidroksisinamik asit
tirevlerinde onemli derecede kayiplara sebep oldugu belirtilmistir (Krygier ve ark.
1982) Yapilan bagka bir ¢alismada ise bazik hidroliz esnasinda ortama eklenen askorbik
asit (%1) ve etilendiamintetraasetik asidin (EDTA) (10 mM) fenolik asitlerin

bozunmasini engelledigi bulunmustur (Nardini ve ark. 2002).

Glikozitlerin asit/baz hidroliz hizlar1 kullanilan asit/baz giiciine, sekerin yapisina ve

sekerde bulunan flavonoid ¢ekirdeginin pozisyonuna baghdir.

Diger bir hidroliz teknigi olan enzimatik hidroliz, flavonoid O-glikozitlerinden
monosakkaritlerin ayrilmast igin Onerilen hizli bir tekniktir. Enzimlerin en 6nemli

ozellikleri katalitik giicleri ve spesifiklikleridir. Kataliz enzimin 6zel bdlgesi olan aktif
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merkezde gergeklesir. Enzimler, reaksiyonun denge sabitini degistirmeden reaksiyon

hizini arttirmaktadirlar (Aybastier 2010).

Enzimler reaksiyonun hizini arttirirken basing, sicaklik ve pH agisindan olduk¢a ilimli
kosullarda ¢alismay1 saglarlar. Ayrica en ucuz, en kolay bulunabilen ¢oziicli olan su
kullanilarak c¢alismak enzimler ile miimkiin olmaktadir. Enzimler hiicre ic¢inde
iiretilmelerine ragmen hiicre disinda da etkinliklerini siirdiirtirler. Reaksiyonun tiiriine
ve substrata oldukga spesifiktirler. Bu nedenle katalizledikleri reaksiyonlarda yan iiriin
olusmaz ve yiiksek verimle gergeklesir (Aybastier 2010). Enzimlerin kimyasal
katalizorlere olan bu {stlinliikleri son yillarda endiistride kullanimlarinin
yayginlagsmasini saglamistir. Giinlimiizde enzimler en fazla ilag ve gida endiistrisinde

kullanilmaktadirlar.

Son yillarda bitkilerden fenolik maddelerin izolasyonunda enzimatik hidroliz yontemi
sagladigi kolay uygulama ve yiiksek verim gibi avantajlariyla asidik hidroliz igin
alternatif bir yontem olarak goriilmektedir. Flavonol ve flavanol glikozitleri ya da
antosiyaninler gibi farkli flavonoidlerden seker yapilarinin serbest kalmasi igin
ramnodiastas ve beta-glikozidaz enzimlerinin kullanildigi belirtilmektedir (Harborne
1965). Meyve sularinda hiicre duvari1 polisakkaritlerinin hidroliziyle polifenol gibi
biyoaktif bilesiklerin serbest kalmasinda pektinaz ya da sellilaz enzimleri
kullanilmaktadir (Kapasakalidis ve ark. 2009). Versari ve arkadaslarinin (1997) yaptigi
calismada ahududu meyvesinin ticari olarak alinan pektinaz enzimi ile muamele
edilmesinden sonra kuersetin miktarinda artis oldugu ve dolayisiyla pektinaz enziminin

bir gesit beta-glikozidaz aktivite gosterebildigi belirtilmistir (Koponen ve ark. 2008).

2.4.3. Kromatografik teknikler

Fenolik bilesiklerde bulunan farkli yapisal gruplarnn tayin etmek i¢in kullanilan
metotlarin dayandigi temel ilkeler birbirinden farklidir. Kromatografik teknikler fenolik
bilesiklerin ayrilmasi ve kantitatif tayinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Gaz
kromatografisi (GC) fenolik asitlerin ve flavonoidlerin tayinlerinde kullanilan
kromatografik tekniklerden biridir. Bitki ya da gida Ornekleri analize hazirlanma
asamasinda glikoz ya da ester igeren fenolik bilesikler asit (Zadernowski 1987), baz

(Krygier ve ark. 1982) ya da enzim (Liggins ve Bluck 1998) hidrolizi ile serbest hale
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getirilir. Fenolik bilesikler; GC ile analiz 6ncesinde, metilleme (Kosuge ve Furuta
1970), trifloroasetilleme (Sweeley ve ark. 1963) ve trimetilsilil (Krygier ve ark.1982)
gibi ugucu tiirevlerine doniistiiriiliirler. Ancak bu islem esnasinda fenolik bilesikler i¢in
uygun tiirevlendiricilerin secgilememesi ya da yeterince tiirevlerine doniistiiriilememesi
GC ile tayinlerini kisitlayabilmektedir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) teknigi ise fenolik bilesiklerin ayrilmasinda ve miktar tayinlerinde son yillarda

tercih edilen tekniktir.

2.5. Antioksidan Kapasite Tayin Metotlar:

Organizmada; normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya gevresel etkenler
(pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler, ¢oziiciiler vb.), stres, radyasyon gibi
cesitli dis faktorlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller
dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran, kisa Omiirlii, reaktif
molekiillerdir. Serbest radikallerin en onemlileri siiperoksit radikali (O,*"), hidroksil
radikali (*OH), singlet oksijen (*O,) ve radikalik olmayan hidrojen peroksit (H,0,) ve
peroksinitrit (ONOQO") olup “reaktif oksijen tiirleri (ROS)” olarak bilinirler. Reaktif
oksijen tilirleri DNA, protein ve lipit gibi makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasara
neden olurlar. Normal olarak reaktif oksijen tiirleri spesifik enzim sistemleri (sliperoksit
dismutaz ve katalaz), suda ve yagda coziinebilen bazi protein yapisinda olmayan
bilesikler (iirik asit ve tokoferol) tarafindan engellenmektedir (Lichtenthaler ve ark.
2003). Bu reaktif oksijen tiirlerinin antagonistleri viicudun reaktif oksijen tiirlerini
temizleyici antioksidanlaridir. Antioksidanlar kiiclik miktarlarda, kolayca okside
olabilen materyallerin oksidasyonunu biiyliik oOlgiide geciktiren ya da engelleyen
maddeler olarak tanimlanmaktadir (MacDonald-Wicks ve ark. 2006). Antioksidanlar
tarafindan sunulan koruma smrhidir. Eger reaktif oksijen tiirleri olusumu biyolojik
sistemlerin antioksidan kapasitesini asarsa oksidatif stres olusur. Bu nedenle gidalarla
antioksidanlarin viicuda alinimi kanser, kardiovaskiiler hastaliklar gibi cesitli

hastaliklar1 Oonlemede ve yaslanma siirecini geciktirmede ©nemli rol oynamaktadir

(Lichtenthaler ve ark. 2003, Price ve ark. 2006).

Antioksidanlar mekanizmalarima gore genel olarak 2 smifa ayrilirlar. Radikallerle
reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara doniismesini ve yeni serbest radikal

olusumunu onleyen bilesikler (katalaz, peroksidaz, metal selatlagtiricilar) birinci grup
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olan “Birincil Antioksidanlar’’, oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir
reaksiyonlarim1 kiran bilesikler (askorbik asit, a-tokoferol, flavonoidler, polifenoller)

ikinci grup olan “ikincil Antioksidanlar1’’ olustururlar (Sertsever ve Gok 2003).

Antioksidan kapasite tayin metotlar1 reaksiyon tiirlerine gore;

e Elektron transferine dayanan metotlar

e Hidrojen atomu transferine dayanan metotlar

olarak iki sinifa ayrilmaktadir (Ozyiirek ve ark. 2011). Elektron transferine dayanan
yontemlerin temelinde antioksidanin, bir oksidan tarafindan yiikseltgenmesi sonucunda
bir elektron antioksidandan oksidana transfer edilir, bu da oksidanin renk degisimine
neden olur. Elektron tranferine dayanan antioksidan kapasite metotlari; ABTS, DPPH,
CUPRAC, CHROMAC ve FRAP’dir. ORAC ve TRAP gibi hidrojen atomu transferi
temelli metotlarin birgogu azobilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksil radikalleri igin

antioksidan ve substratin rekabetine dayanan yarigmaci reaksiyonlar1 kullanmaktadir.

2.5.1. ABTS metodu

Bitki ve gidalarin toplam antioksidan aktivite dl¢iimleri i¢in kullanilan ABTS metodu
(2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) ve potasyum persiilfat
arasindaki reaksiyon sonucu olusan mavi/yesil renkli ABTS™ radikal katyonunun
(Wolfenden ve Willson 1982) spektrofotometrik 6l¢iim temeline dayanir (Miller ve ark.
1996, Rice-Evans ve ark. 1996). ABTS radikal katyonu sulu ya da organik ortamda
enzimatik ya da kimyasal reaksiyonla olusturulabilir. ABTS metodu ile lipofilik ve
hidrofilik antioksidanlarin aktivite 6l¢limii yapilabilir. Bu metodun uygulanabilirligi

kolay ve hizlidir (Prior ve ark. 2005, Wojdylo ve ark. 2007).

2.5.2. DPPH metodu

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali herhangi bir 6zel hazirlama gerektirmez ve
sadece organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. DPPH metodu ile polar olmayan/az polar ve polar
maddelerin/ekstraktlarin  aktivite Ol¢iimii  yapilabilir (Sharma ve Bhat 2009).
Flavonoidler ve diger kompleks fenoller DPPH' serbest radikaline yavas reaksiyon
gosterirler (Schaich 2010). Isiktan, oksijenden ve reaksiyon ortamimnin pH degerinden
etkilenir. Basit, pahali reaktiflere ihtiya¢ olmadigindan kolay bir metotdur (Sharma ve
Bhat 2009). Ayrica fenolik maddelerin sahip olduklari hidroksil grubu sayistyla DPPH
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antioksidan kapasiteleri arasinda pozitif korrelasyon oldugu belirtilmektedir (Sroka ve
Cisowski 2003).

2.5.3. FRAP metodu

FRAP (Fe(Ill) iyonu indirgeme Giicii) metodunda; diisiik pH’da ferrik tripiridiltriazin
kompleksi (Fe*"TPTZ) antioksidanlarin etkisiyle ferréz kompleksine (Fe?*-TPTZ)
indirgenir. Olusan kompleksin 593 nm’de absorbansi Olgiiliir. Boylece elektron
vermenin antioksidanlarin toplam indirgeme kapasitesiyle lineer oldugu varsayilir. Bu
yaklasimin ana dezavantaji, metod okside olabilen bir substrat icermediginden
antioksidanlarin koruyucu 6zellikleri hakkinda bilgi saglamamasidir (Benzie ve Strain
1996, Huang ve ark. 2005). FRAP metodu asidik ortamda (pH 3,6) calisir, fizyolojik pH
da calismaz dolayisiyla insan viicudunda meydana gelen redoks reaksiyonlarmin
antioksidan kapasite degerini tahmin edemez. FRAP metodu basit, hizli, ucuz olmasina
ragmen; bazi antioksidanlar1 (hidroksinnamik asit ve flavonoidler) reaksiyon siiresince
tam yiikseltgeyemedigi ve glutatyon gibi tiol tipi antioksidanlar1 Glgemedigi
bildirilmektedir (Apak ve ark. 2007).

2.5.4. CUPRAC metodu

Bakir iyonu indirgeme kapasitesi (CUPRAC) metodu; bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite tayini olarak tanimlanir. Spektrofotometrik metot, antioksidan
coOzeltisinin, bakir(Il) klorlir ¢ozeltisi, neokuproinin alkoldeki ¢ozeltisi ve pH 7
amonyum asetat sulu tampon cozeltisi ile karistirilmasi ve ardindan olusan Cu(l)-
neokuproin kelatinin absorbansinin 450 nm de okunmasini igerir (Apak ve ark. 2007).
n Cu(Nc),?* + Ar(OH), — n Cu(Nc),™ + Ar(=0), + n H*

Metod, hizli, basit ve kullanishidir. Cu(Il)-neokuproin reaktifi ilimli bir yiikseltgen
oldugundan, gida maddelerinde bolca bulunan sitrat ve glukoz gibi bilesenlerle tepkime
vermeksizin sadece antioksidantlar1 yiikseltger ve reaksiyonun iiriinii Cu(I)-neokuproin
kelatinin 450 nm’deki absorbansi okunarak sonug verilir. (-SH) tipi antioksidantlara
cabuk ve net sonuglara ulasilir. CUPRAC, fizyolojik pH’lara yakin olan pH 7 ortaminda
yiiriitiiliir; dolayisiyla fizyolojik kosullar1 yansitma sansi daha fazladir. Uygun ¢6ziici
sistemiyle hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar tayin edilebilir (Giiglii ve ark.
2006).
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2.5.5. Cr (VI) antioksidan kapasite (CHROMAC) metodu

Bu calismada, Cr(VI)’nin asidik ortamda organik maddeleri yiikseltgeme ve 1,5-
difenilkarbazid ile indirgenme sonrasi [1,5 difenilkarbazid 1,5-difenilkarbazona
yiikseltgenirken Cr(VI) da Cr (IlI)’e indirgenmektedir] kararli diaquabis (1,5-
difenilkarbazon) krom(l11) kompleksi olusturma ozelliginden yararlanilmistir (Giindiiz
1985). Bu amagla gelistirilen metotda, organik madde lizerine asirt Cr(VI) ¢ozeltisi
(pH=2,6 tampon ortaminda) eklendikten sonra geriye kalan (organik madde ile
yiikseltgenme-indirgenme tepkimesi vermeyen)  serbest halde ortamda bulunan
Cr(VI)’min indirgenme sonrast 1,5-difenilkarbazid ile olusturdugu komplekse ait
elektronik absorpsiyon 540 nm de okunmaktadir. Kompleksin absorbans degeri Cr(VI)
konsantrasyonu ile iligkilidir. Buna gore hazirlanan kor 6rnegin absorbans (asir1 Cr(VI)
cozeltisinin 1,5-difenilkarbazid ile olusturdugu kompleksin absorbansi) degerinden
ornek icin okunan absorbans degeri matematiksel olarak ¢ikartilir. Bu absorbans
farkindan Ornegin antioksidan kapasite degerini belirlenir (Isitk ve ark. 2013).
Difenilkarbazid ve difenilkarbazona ait kimyasal yapilar Sekil 2.5.5.1.°de

gosterilmektedir.

Admek=ABlank — AGeriye kalan

Burada Agjank kor 6rnegin absorbansidir (asir1 Cr(VI) ¢ozeltisininl,5-difenilkarbazid ile

olusturdugu kompleksin absorbansi). Agmek 1€ 0rnek icin okunan absorbans degeridir.

3

Cr,0/4 + H" + n-elektron indirgeme (fenolik maddeler) — Cr*® +n-elektron-

yiikseltgeme tiriinii

(asir1)
H
ok H H
,N\n, N..

Difenilkarbazid

H,oL
’\nf“*w

Difenilkarbazon

Sekil 2.5.5.1. Difenilkarbazid ve difenilkarbazona ait kimyasal yapilar
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2.5.6. TRAP metodu

TRAP (Toplam Radikal Tuzaklayici Antioksidan Parametre) metodu; plazma ve
serumun “toplam antioksidan kapasitesi”ni 6l¢mek igin gelistirilmistir. Bu metod
plazma antioksidanlarin1 okside etmek i¢cin ABAP (2,2'-azobis(2-amidinopropan)
hidroklorit) radikal baslaticis1 tarafindan peroksil radikallerinin iiretilmesi ve meydana
gelen oksidasyon sirasinda tiiketilen oksijenin Olgiilerek izlenmesine dayanir. Daha
sonra metod, oksitlenebilir bir lipid substrati1 olan linoleik asidin eklenmesiyle modifiye
edilmistir (Frankel ve Meyer 2000). Modifiye metotta Cu® ya da bir azo baslaticisi ile
linoleik asit oksidasyonu yapay olarak indiiklenir, otooksidasyonun ilerleyisi linoleik
asit oksidasyonundan olusan konjuge dienperoksitlerin absorbansinin takibi ile izlenir
(Huang ve ark. 2005). TRAP metodu suda ¢oziinebilen peroksil radikallerinin tiretimi
ve lipit peroksidasyonunun baslatilmasi ile alakalidir ve bilinen tiim zincir kirici
antioksidanlara hassastir. Fakat yontem zaman gerektiren olduk¢a kompleks bir metod

olup; oldukga fazla tecriibe gerektirmektedir (Prior ve ark. 2005).

2.5.7. ORAC metodu

ORAC (Oksijen Radikalini Absorblama Kapasitesi) metodu; cesitli ekstraktlar ve
fitokimyasallarin antioksidan aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilir. Metodun ilk halinde
prob olarak floresan, bir protein olan B-fikoeritrin (B-PE) ile ve peroksil radikal
baglaticist olarak AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorit) bilesigi ile
calisilmigtir. Ancak B-PE’nin fotolitik olarak kararli olmamasi, polifenolik maddelerle
etkilesimi ve radikal baslatict eklenmediginde bile fluoresansinin azalmasi
dezavantajlariyla karsilasilmis ve sonralart ORAC metodu, prob olarak B-PE yerine
floressein  kullanilarak  gelistirilmistir. ~ Floressein  (FL,  3',6'-dihidroksispiro
[izobenzofuran-1[3H], 9'[9H]-ksanten]-3-on) protein olmayan sentetik bir probdur
(Becker ve ark. 2004). Bu metotta radikal baglatici olan AAPH, floressein veya [3-
PE’nin fluoresansinda azalmaya neden olur. Reaksiyon ilerledik¢e fluoressein veya -
PE tiiketilir. Antioksidan varliginda AAPH radikalleri giderilir ve fluoresans azalmasi
inhibe edilir (Tomer ve ark. 2007). Bu metot hem lipofilik hem de hidrofilik ekstrelerin
antioksidan kapasitesinin Ol¢iilmesini miimkiin kilar. Ayni1 zamanda farkli radikal

kaynaklar kullanilabilir (Ou ve ark. 2002, Ellefson ve ark. 2006).
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2.6. Kimyasal Yapimin Antioksidan Aktivite Uzerine EtKkisi

Fenolik asitlerin ve flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri; aromatik halkaya baglanan
hidroksil grubu sayisina ve hidroksil gruplarinin pozisyonuna gore degisiklik
gostermektedir (Cuvelier ve ark. 1992, Sroka ve Cisowski 2003). Sinamik asit
tiirevlerinin antioksidan aktivitelerinin benzoik asit tiirevlerinden daha fazla oldugu
belirtilmistir ve bu durum sinamik asitlerin propenoik asit (-CH=CH-COOH) kisminin
benzoik asitlerin karboksil gruplarindan (-COOH) daha fazla antioksidan etkiye sahip
olmasiyla agiklanmistir (Cuvelier ve ark. 1992). Ayrica fenolik bilesiklerin orto ya da
para posizyonlarindaki hidroksil gruplarinin hidrojen atomlarini serbest radikallere
daha kolay vermesi (de Heer ve ark. 1999) ve birbirleriyle etkilesimde olmalar
antioksidan aktivite lizerinde meta pozisyonunda bulunan hidroksil gruplarina gore daha
fazla etkili oldugu belirtilmistir (Sroka ve Cisowski 2003). Yapilan calismalarda,
benzoik ve sinamik asit tiirevlerinin, flavonollarin ve antosiyanidinlerin aromatik
halkaya bagli hidroksil grubu sayisi arttikga antioksidan aktivitelerinin de arttigini
gostermektedir (Fukumoto ve Mazza 2000). Hidroksisinamik ve hidroksibenzoik

asitlere serbest radikal siipiirme 6zelligi veren yapilar Sekil 2.6.1.”de gosterilmektedir.
OH

) S

Hidroksisinamik asitler
Hidroksibenzoik asitler

Sekil 2.6.1. Hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asitlere serbest radikal siipiirme
ozelligi veren yapilar

Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi, hidrojen baglar1 veya elektron dekolizasyonu
sonucu olusan fenoksil radikallerinin dengelenmesi ve fenolik hidrojenlerinin
uygunlugu ile tayin edilir. Flavonoidlere antioksidan aktivite 6zelligi kazandiran yapilar
belli bir sayi, diizen ve fenol halkasinda bulunan hidroksil gruplarinin yapisal
konjugasyonunu igerir (Miller ve Rice-Evans 1996). Flavonoidlerin antioksidan
aktivitelerinde yapilarin “B” halkasinda bulunan 3,4-dihidroksil grubu, “C” halkasinda

bulunan 3 numarali karbona bagli OH grubu ve 4 numarali karbonla cift bag yapan
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oksijen ve “A” halkasinda bulunan 5 numarali karbona bagli OH grubu etkili oldugu
belirtilmektedir (Wojdylo ve ark. 2007) (Sekil 2.6.2.).

Sekil 2.6.2. Flavonoidlere serbest radikal siipiirme aktivitesi 6zelligi veren yapilar

Hidroksil gruplarinin diizenlenmesindeki degisiklik ve hidroksil gruplarina glikozil
yapilarinin baglanmas: flavonoidlerin antioksidan aktivitelerini diisiirmektedir (Rice-
Evans ve ark. 1996). Flavonollarla ilgili yapilan bir ¢alismada kuersetinin en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ancak, kuersetinin 3-hidroksil grubuna glikozil
yapisinin baglanmasiyla olusan rutin yapisinin oldukga diisiik aktiviyete sahip oldugu
belirtilmistir. Baska bir calisma da ise kuersetin, siyanidin, pelargonidin ve peonidinin
glikozil yapilarmin aglikonlarindan daha diisik aktiviteye sahip oldugu ve eklenen
ikincil glikozil yapilarinin aktiviteyi daha fazla azalttigi bulunmustur (Sekil 2.6.3).
Antioksidan etkinin bu azalis1 karbonhidrat kisminin sebep oldugu sterik etkiyle

agiklanmaktadir.

Kuersetin-3-glikozit Kuersetin-3, 4'-O-diglikozit

Sekil 2.6.3. Antioksidan kapasiteyi azaltic1 yonde etki eden glikozit ve diglikozit
yapilar
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bazi yabani meyvelerdeki fenolik maddelerin kantitatif tayinlerine uygun Ornek
hazirlama ve yliksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC) teknigi kullanilarak tayin
yontemi gelistirilmek amaciyla Bursa’da dogal yetisen Sorbus torminalis L., Sorbus
domestica L., Prunus spinosa L., Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata.,

Diospyros lotus L., tiirii meyveler ¢alismamizda kullanilmistir.

3.1.1. Calismada kullanilan yabani meyveler

Bu ¢aligmada; Bursa da yayilis gosteren Sorbus domestica L. (Uvez), Sorbus torminalis
(L.) Crantz. var orientalis (Pitlicen, Akcaaga¢ Yaprakli Uvez); Prunus divaricata
Ledeb.subsp. divaricata (Yunus Erigi); Prunus spinosa L. (Cakal Erigi); Diospyros
lotus L.( Kara hurma, Hirnik), olmak tizere 5 tiir yabani meyve analiz ¢alismalarinda
kullanilmistir. Bu yabani meyveler Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Hulusi MALYER tarafindan belirtilen dogal alanlardan

toplanmis ve teshis edilmistir.

3.1.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi diod serili dedektor

Yabani meyve tiirlerinde bulunan fenolik bilesikler HPLC-DAD (Yiiksek performansh
stvi kromatografisi) ile analiz edildi. Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD ile analizinde,
Agilent 1200 HPLC system (Waldbronn, Almanya) model kullanildi.

3.1.3. Ultraviyole goriiniir bolge spektrofotometresi

Caligmada Varian marka Cary-50 Conc model UV/VIS (Mor otesi-goriiniir bolge
spektrofotometre) spektrofotometre kullanildi. Olgiimler 10 mm kuvartz hiicreler
kullanilarak yapildi. Analiz sirasindaki ¢alisma sartlart Cizelge 3.1.3.1.de verilmistir.
Cizelge 3.1.3.1. Varian marka Cary-50 Conc cihazinin ¢alisma sartlari

Olciim Birimi Absorbans

Olgiim Aralig1 (Absorbans)  Alt deger: 0,0 Ust deger: 3,0
Dalgaboyu Aralig1 (nm) 200-800

Tarama Hizi 0,5 nm aralikli

Ornekleme Aralig Otomatik
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3.1.4. pH metre

Calismada HANNA model HI 221 model pH metre kullanilmistir.

3.1.5. Analitik terazi

Deneysel ¢alismalar sirasinda ¢ozelti hazirlama islemleri i¢in £0,0001 g hassasiyetle
calisan Radwag AS 220/C/2 marka analitik terazi kullanilmistir.

3.1.6. Saf su cihaz

Analizler sirasinda kullanilan su, ELGA marka Purelab Option DV 25 model saf su

cihazindan (iletkenligi 18,2 MQxcm) saglanmistir.

3.1.7. Coklu manyetik karistirici

Deneysel calisma sirasinda orneklerin ekstrakte edilebilmesi i¢in Daihan marka MS-

MP8 model ¢oklu manyetik karistirici kullanilmistir.

3.1.8. Ultrasonik banyo

Deneysel ¢alisma sirasinda 6rneklerin ekstrakte edilebilmesi i¢in UTB marka ultrasonik

banyo kullanilmistir.

3.1.9. Etiiv

Deneysel calismalar sirasinda kurutma islemleri icin VWR marka DL-53 model etiiv

kullanilmastir.

3.2. Calismada Kullamilan Kimyasallar ve Cozeltiler
3.2.1. Analitik safliktaki kimyasallar

- Merck, 1.06007.2500, Metanol

- Merck, 1.11727.2500, Etanol

- Merck, 1.00030.2500, Asetonitril

- Merck, 1.00264.1000, Formik asit

- Merck, 1.06393.1000, Sodyum karbonat

- Merck, 1.06469.1000, Sodyum hidroksit

- Merck, 1.02791.1000, Bakar siilfat

- Merck, 1.08087.1000, Sodyum potasyum tartarat

- Merck, 1.065490.100, Sodyum nitrit

- Merck, 1.01084.1000, Aliiminyum kloriir hekzahidrat
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- Merck, 1.02733.1000 Bakar kloriir

- Merck, 1.01116.1000 Amonyum asetat

- Merck, 8.18401.0500, Potasyum persiilfat

- Sigma—Aldrich, 207802, Potasyum dikromat

- Merck, 102487, Krom(III) kloriir hekzahidrat

- Merck, M1067170250, Nikel (I) Kloriir hekzahidrat
- Merck, M1044190250, Civa (1) kloriir

- Sigma—Aldrich, 259225, 1,5-difenilkarbazid

- Sigma—Aldrich, 71500, Sodyum fosfat dihidrat
- Merck, 100573, Ortofosforik asit, % 85.

- Merck, 1.00314.2500, Derisik hidroklorik asit, %37, d=1,19 g/mL, M=36,46 g/mol

3.2.2. Diger kimyasallar

- Fluka, 45140, Ellagik asit

- Fluka, 70050, Mirisetin

- Merck, 822029, Kafeik asit

- Merck, 800237, p-Kumarik asit

- Merck, 822070, Ferulik asit

- Merck, 821840, p-Hidroksibenzoik asit

- Merck, 841533, Protokatekuik asit

- Sigma—Aldrich, G7384, Gallik asit

- Sigma-Aldrich, 337951, Kuersetin hidrat

- Sigma—Aldrich, R5143, Rutin hidrat

- Sigma-Aldrich, 536954, Rosmarinik asit

- Sigma—Aldrich, C3878, Klorojenik asit

- Sigma-Aldrich, H22809, 2-hidroksisinamik asit
- Sigma—Aldrich, 17793, Isokuersitrin

- Sigma-Aldrich, 68437, Kamferol glikozit

- Sigma—Aldrich, C-1251, (+)-Katesin hidrat

- Sigma—Aldrich, E-1753, (-)-Epikatesin

- Sigma—Aldrich, 72511, Luteolin

- Sigma-Aldrich, 94770, Vanilik asit

- Sigma—Aldrich, 238813, Troloks

- Sigma-Aldrich, 168149, Sistein

- Sigma—Aldrich, PHR1359, Glutatyon

- Sigma—Aldrich, U2625, Urik asit

- Sigma—Aldrich, B1215000, Butilhidroksitoluen
- Sigma-Aldrich, C83155, Sitrik asit

- Sigma—Aldrich, G0350500, Glukoz

- Sigma-Aldrich, 410225, Glisin

- Sigma—-Aldrich, W373605, Tirozin

- Sigma-Aldrich, 79457, Siyanidin Klorid

- Sigma—Aldrich, P1659, Pelargonidin klorid

- Sigma-Aldrich, 43725, Delfinidin klorid

- Extrasynthese, 0915S, Siyanidin-3-O-glikozid klorid
- Extrasynthese, 0914S, Siyanidin-3-O-rutinosid klorid
- Extrasynthese, 0907S, Pelargonidin-3-O-glikozid klorid
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- Sigma-Aldrich, F9252, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi
- Merck, 102968, Neokuproin reaktifi
- Sigma-Aldrich, A1888, 2,2-azino-di-(3-ethylbenzothialozine-sulphonic acid) (ABTS)

3.2.3. Sarf malzemeler

- 10-100 pL aralikli mikropipet (Eppendorf marka)

- 100-1000 pL aralikli mikropipet (Eppendorf marka)

- 500-5000 pL aralikli mikropipet (Eppendorf marka)

- Supelco hidrofilik 0,45 um’lik PVDF enjektor tipi filtre kartus

3.2.4. Standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon cozeltilerinin hazirlanmasi

Yiiksek performansh sivi kromatografisi-diod serili dedektér (HPLC-DAD) cihaz igin
standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon cozeltileri hazirlanmistir. 100 mg/L stok
cozelti kullanilarak kuersetin, rutin, rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit, ferulik
asit, vanilik asit, ellagik asit, gallik asit, para-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit,
protokatekuik asit, 2-hidroksisinamik asit, isokuersitrin, kamferol glikozit, mirisetin
luteolin, (+) katesin, (-) epikatesin ve kamferol standart fenolik bilesikleri igin 1, 2, 4, 8,
10, 20, 50 ve 100 mg/L derisimlerinde ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ek olarak; antosiyanin
ve antosiyanidin tayini i¢cin 100 mg/L stok ¢ozelti kullanilarak siyanidin, delfinidin,
pelargonidin, siyanidin glikozit, siyanidin rutinosit, pelargonidin glikozit 1, 5, 10, 20,
40, 70, 100 mg/L derisim araliginda standart ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Standart
cozeltilerin tamami metanolde ¢oziilerek hazirlanmistir. Ekstraksiyon yonteminin geri
kazanim degerinin ve uygulanan analitik yontem validasyonunun hesaplanabilmesi i¢in
kullanilan ¢ozeltiler, 100 mg/L stok ¢ozelti ile hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden % geri
kazanim degerinin hesaplanmasinda igerisinde 10 mg/L standart madde iceren
ekstraktlar kullanilmistir. Bu ekstraktlar, Prunus spinosa L. tiirlinlin metanol ve
metanol-asit ekstraktlaridir. Uygulanan analitik yontem validasyonunda kullanilan
cozeltiler stok c¢oOzelti kullanilarak her bir standart fenolik bilesik icin 1 mg/L

derisiminde ¢ozeltilerdir.

3.2.5. Asidik hidroliz i¢in kullanilan ¢ozelti

Calismada, orneklerin asidik hidrolizi i¢in derisik hidroklorik asitten (%37, d=1,19
g/mL, M=36,46 g/mol) 50 mL alinarak saf su ile 100 mL seyretilmis ve konsantrasyonu

6,04 mol/L olan ¢dzelti hazirlanmistir.
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3.2.6. Bazik hidroliz i¢in kullanilan c¢ozelti

Calismada, orneklerin bazik hidrolizi igin 12,000 g NaOH suda ¢6ziilerek 100 mL’ye

saf su ile tamamlanmistir ve konsantrasyonu 3,001 mol/L olan ¢dzelti hazirlanmistir.

3.2.7. Enzimatik hidroliz i¢in kullanilan ¢ozelti

Calismada, orneklerin enzimatik hidrolizi i¢in ekstraksiyon ortaminda % 2 B-glikozidaz

enzim ¢Ozeltisi olacak sekilde pH 5 asetat tamponu ve su ile iki ayr1 c¢ozelti

hazirlanmustir.

3.2.8. Toplam fenol, toplam flavonoid ve antioksidan kapasite tayinlerinde
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

0,1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 0,4000 g NaOH suda ¢oziilerek 100 mL’ye saf
su ile tamamlanr.

%?2 (w/v) sodyum karbonat ¢ozeltisi: 2,0000 g Na,CO3 suda ¢oziilerek 100
mL’ye saf su ile seyreltilir.

%0,5 (w/v) bakir siilfat ¢ozeltisi: 0,5000 g CuSO, suda ¢oziilerek 100 mL’ye
saf su ile seyreltilir.

%1 (w/v) sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi: 1,0000 g sodyum NaKC4H4Og
suda ¢oziilerek 100 mL’ye saf su ile seyreltilir.

%35 (w/v) sodyum nitrit ¢cozeltisi: 5,0000 g NaNO, suda ¢oziilerek 100 mL’ ye
saf su ile seyreltilir.

%10 (w/v) aliiminyum kloriir ¢ozeltisi: 10,0000 g AICl3.6H,0 suda ¢oziilerek
100 mL’ ye saf su ile seyreltilir.

1 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 4,0000 g NaOH suda ¢oziilerek 100 mL’ ye saf
su ile seyreltilir.

7mM ABTS cozeltisi: 0,1920 g ABTS tartilir suda ¢oziiliir 0,0331 g K»S,0s
ilave edilerek karistirilir 50 mL ye saf su ile seyreltilir, karanlikta 12-16 saat
bekletilir.

1,0x10° M troloks cozeltisi: 0,025 g troloks metanolde ¢oziilerek 100 mL’ ye
metanol ile seyreltilir.

1,0><10'2 M bakir kloriir ¢ozeltisi: 0,4262 g CuCl,.2H,0 suda ¢oziilerek 100

mL’ye saf su ile seyreltilir.
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= 7,5x10% M neokuproin ¢ozeltisi: 0,0390 g neokuproin %96’lik etanolde
coziilerek 25 mL’ye etanol ile seyreltilir.

» 1M amonyum asetat ¢ozeltisi: 19,27 g NH4Ac suda ¢oziliir ve 250 mL ye saf
su ile tamamlanr.

= 10 mM pH=2,6 sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi: 0,076 g NaH,P0O,.2H,0 suda
¢oziliir, %85 lik H3PO, ¢ozeltisinden 34 pL ilave edilerek 100 mL’ye saf su ile
seyreltilir.

. 3,4><10'4 M 1,5-difenilkarbazid ¢ozeltisi: 0,1 g 1,5-difenilkarbazid tartilarak %70
etanol ve %30 su karisimi ile ¢oziiliir. Hazirlanan ¢o6zeltiden istenen
konsantrasyonda ¢6zelti hazirliginda su ile seyreltme yapilir.

* 100 mg/L potasyum dikromat ¢ozeltisi: 0,1 g K,Cr,07 ¢oziilerek 100 mL’ ye saf
su ile seyreltilir.

* pH 5 tamponu: 2,86 mL derisik CH3COOH ¢ozeltisinden alinmis saf su ile balon
jojede 50 mL’ye tamamlanmistir. 3,69 mL 1 M CH3COOH ve 0,864 g
NaCH3COO0.3H,0 suda ¢oziilerek hacmi saf su ile balon jojede 100 mL’ye

tamamlanir.

3.3. Yontem
3.3.1. Meyvelerin toplanmasi ve analize hazirlanmasi

Rosaceae familyasinda yer alan Sorbus domestica L.; Inegol-Alagam alt1 (40°1017 N
ve 28°18'14 E) (03.09.2012); Sorbus torminalis (L.) Crantz. var orientalis; Alacam
kdyiinden (40°09'45" N ve 29°18'05°E) (12.10.2012); Prunus divaricata Ledeb.subsp.
divaricata; Uludag Universitesi Gériikle kampiisiinden (40°1333 N ve 28°5207 E)
(03.09.2012); Prunus spinosa L., Mudanya Sogiitpmar koyi (40°2134”°N  ve
28°38'41”E) calilik i¢lerinden (15.09.2012); Ebenaceae familyasinda yer alan Diospyros
lotus L., tiirii de yine inegdl Alagam’dan (40°09'45 N ve 29°18'05E) (27.11.2012)
temin edilmistir. Toplanan bu tiirler ileriki ekstraksiyon ¢alismalarimiz icin taze olarak

posetlendikten sonra buzdolabinda -24°C’de muhafaza edilmistir.
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3.3.2. Ekstraksiyon calismalari

Buzdolabinda -24°C’de muhafaza edilen Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L.,
Prunus spinosa L., Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L.
tiirlerinin meyveleri, ¢ekirdekleri ¢ikarildiktan sonra blenderdan gecirilerek meyvelerin
homojen olarak pargalanmasi saglanmistir. Homojenize edilen Orneklerden belirli
miktarlarda  tartilarak = ¢Oziicli  ekstraksiyonu  ve  ultrasonik  ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Orneklerin farkli ¢oziiciiler ile ekstraksiyonlar1 iki farkli sekilde

yapilmustir.

[ Belirli miktarda meyve 6rnegi tartilir ]

v v

[ Cozuciiler belirli hacimde ilave edilir. ][ Coziciiler belirli hacimde ilave edilir. ]

' |

[ Azot gazi ile inert ortam olusturulur. ]
A4 v
Karanlikta oda sicakhiginda (25°C) 4 saat Ultrasonik banyoda (25°C) 1 saat siire
siire ile manyetik karistirici yardimu ile ile ekstrakte edilir.

ekstrakte edilir.

Sekil 3.3.2.1. Meyvelerin ¢oziicli ekstraksiyonu

Ekstraksiyon islemlerinde kullanilan ¢dziiciiler; su, metanol, etanol, %20-80 (v/v) su-
metanol, %30-70 su-metanol (v/v), %50-50 su-metanol (v/v), %80-20 su-metanol (v/v),
%70-30 su-metanol, %20-80 su-etanol, %30-70 su-etanol, %50-50 su-etanol, %80-20
su-etanol, %70-30 su-etanol (v/v) dur. Ancak ekstraksiyon caligmalarinin sonuglari
degerlendirildiginde, farkli oranlarda hazirlanan ekstraksiyonlar arasinda g¢ok fark
olmadig1 goriilmistiir. En yiiksek verimin ise %50-50 (v/v) su-metanol/etanol
ekstraktinda elde edildigi bulunmustur ve bu degerlendirme bazi bilimsel sunumlarda
gosterilmistir (EK 3). Ekstraksiyon ¢aligmalar1 sonunda her bir meyve tiirii igin iki farkli

ekstrakt elde edilerek islemler degerlendirilmistir.
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3.3.3. Asidik Hidroliz

[ Belirli miktarda meyve 6rnegi tartilir

!

[ Coziiclii ve 6 M HCl ilave edilir.

v

[ Azot gazi ile inert ortam olusturulur. ]

| ;

[ Karanlikta oda sicakliginda (25°C) 4 I Ultrasonik banyoda (25°C) 1 saat }

saat siire ile manyetik karistiricida siire ile ekstrakte edilir.

Sekil 3.3.3.1. Meyvelerin asidik hidroliz ekstraksiyonu

Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L., Prunus divaricata
Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L. meyveleri i¢in kullanilan ¢oziiciiler 6 M
HCI ile muamele edilerek ¢oziicli ve ultrasonik ekstraksiyon basamaklar1 i¢in Sekil

3.3.3.1°de gosterildigi gibi asidik hidroliz ekstraklar1 elde edilmistir.

3.3.4. Bazik Hidroliz

[ Belirli miktarda meyve 6rnegi tartilir ]
[ Coziicti ve 3 M NaOH ilave edilir. ]

[ Azot gazi ile inert ortam olusturulur.

v v

Karanlikta oda sicakhiginda (25°C) 4 saat siire Ultrasonik banyoda (25°C) 1 saat
ile manyetik karistiricida ekstrakte edilir. stire ile ekstrakte edilir.

Sekil 3.3.4.1. Meyvelerin bazik hidroliz ekstraksiyonu

Prunus spinosa L. meyveleri i¢in kullanilan ¢oziiciiler 3 M NaOH ile muamele edilerek
¢oziicii ve ultrasonik ekstraksiyon basamaklari i¢in Sekil 3.3.4.1°de gosterildigi gibi

bazik hidroliz ekstraklar1 elde edilmistir.
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3.3.5. Asidik Bazik Hidroliz

[ Belirli miktarda meyve 6rnegi tartilir ]

!

[ Coziiclii ve 6M HCl ilave edilir.

v

[ Azot gazi ile inert ortam olusturulur.

:

—

Karanlikta oda sicakliginda (25°C) 4 saat siire Ultrasonik banyoda (25°C) 1 saat
ile manyetik karigtiricida ekstrakte edilir. siire ile ekstrakte edilir.

!

[ Coziicii ve 3M NaOH ilave edilir. ]

Karanlikta oda sicakhiginda (25°C) 4 saat siire Ultrasonik banyoda (25°C) 1 saat
ile manyetik karistiricida ekstrakte edilir. siire ile ekstrakte edilir.

Sekil 3.3.5.1. Meyvelerin asidik bazik hidroliz ekstraksiyonu

Prunus spinosa L. meyveleri i¢in kullanilan ¢oziiciiler sirasiyla 6 M HCI ve 3 M NaOH
ilave edilerek ¢oziicii ve ultrasonik ekstraksiyon basamaklari igin Sekil 3.3.5.1°de

gosterildigi gibi asidik bazik hidroliz ekstraklar1 elde edilmistir.

3.3.6. Enzimatik Hidroliz

[ Belirli miktarda meyve 6rnegi tartilir ]

' '

[ Su ve B-alikozidaz enzimi ilave edilir. ] [ pH 5 tampon ¢bzeltisi ve B-glikozidaz]
enzimi ilave edilir

\4
[ Azot gazi ile inert ortam olusturulur. ]

Karanlikta oda sicakliginda (25°C) 4 saat
siire ile manyetik karigtirict yardim ile
ekstrakte edilir.

Ultrasonik banyoda (25°C) 1 saat siire
ile ekstrakte edilir.

Sekil 3.3.6.1. Meyvelerin enzimatik hidroliz ekstraksiyonu

Sorbus L., Prunus L., ve Diospyros L., meyveleri ¢ozeltisi pH 5 tamponu ve su

ortaminda ayr1 ayri B-glikozidaz enzimi ile muamele edilerek ¢oziicii ve ultrasonik
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ekstraksiyon basamaklari i¢in Sekil 3.3.6.1’de gosterildigi gibi enzimatik hidroliz

ekstraklari elde edilmistir.

3.3.7. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) calisma kosullar:

Calisilan yabani meyve tiirlerinde mevcut olan fenolik bilesikler HPLC-DAD ile
analizinde kolon olarak XBridge C18 (4,6x250mm, i.d. 3,5 pum, Waters) kolon ile 10 pL
lik enjeksiyon hacminde 0,5 mL/dak akis hiz1 ile 35 dakikalik programda calisilmustir.
Program literatiirden yararlanilarak, caligmada ilgilenilen bilesiklere ait standartlar
yardimiyla yabani meyve tiirlerine gore uyarlanarak asetonitril ve saf su ile hazirlanan
%1’lik formik asit ile gradient ¢Oziicii programinda c¢alisilmistir. HPLC-DAD igin

calisma kosullar1 Cizelge 3.3.7.1.’de 6zet olarak verilmektedir.

Cizelge 3.3.7.1. HPLC-DAD i¢in ¢alisma kosullar1

Siire (dakika) HPLC-DAD c¢alisma kosullari

0-10 %13 asetonitril, %87 %1 lik formik asit
10-20 %41,5 asetonitril,%58,5 %1 lik formik asit
20-25 %70 asetonitril, %30 %1 lik formik asit
25-35 %10 asetonitril, %90 %1 lik formik asit

3.3._8._ Ultraviyole goriiniir bolge spektrofotometresi (UV-VIS) ile toplam fenol
tayini

Elde edilen ekstraktlarin toplam fenol tayinleri, bazik ortamda Folin Ciocalteu fenol
reaktifi kullanilarak yapilmistir (Giiglii ve ark. 2006, Sartburun ve ark. 2010). 0,1 mol/L
NaOH iginde %2 (w/v)’lik Na,COg3 igeren Lowry A ¢ozeltisi ve %1°lik NaKC4H4Og
icinde %0,5 CuSO, olacak sekilde Lowry B ¢o6zeltisi hazirlanir. Lowry A ve Lowry B
50:1 (v/v) oraninda karistirtlarak Lowry C ¢ozeltisi hazirlanir. Deney tiiplerine x mL
ornek/standart konur. Uzerine (2-x) mL saf su ve 2,5 mL Lowry C ilave edilerek
karistirtlir, 10 dakika beklenir. Siire sonunda 1:3 oraninda seyreltilmis Folin
reaktifinden 0,25 mL ilave edilerek karigtirilir, karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika
bekletilir. Bekleme siiresi sonunda ekstraktlarin 750 nm dalga boyunda absorbanslar
okunarak gallik asit konsantrasyonuna gore grafige gecirilir. Ekstraktlar i¢in toplam fenol
miktarlart kalibrasyon denklemi kullanilarak mg gallik asit/100 g ornek olarak
hesaplanir. Toplam fenol miktarinin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi EK

5’de verilmistir.
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3.3._9._ Ultraviyole goriiniir bolge spektrofotometresi (UV-VIS) ile toplam flavonoid
tayini

Meyvelerin spektrofotometrik toplam flavonoid tayinlerinde, Zhishen ve ark. (1999)
tarafindan gelistirilen metot yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu ve ark. 2002, Sariburun
ve ark. 2010). Calismada, meyvelerin flavonoid igerigi Zhishen ve ark.’nin (1999)
uyguladigi kolorimetrik metot kullanilarak tayin edilmistir. Meyve ekstraklarindan
belirli hacimde alinarak 0,15 mL % 5 lik NaNO; ¢ozeltisi ile karistirilir. 6 dakika
beklenir ve 0,15 mL %10 (w/v)’luk AICI; ilave edilerek yeniden 6 dakika daha
bekletilir. Siire sonunda deney tiipiindeki ¢ozeltiye 2 mL 1 M NaOH ¢dzeltisi eklenir ve
toplam hacim 5 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanir. 15 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 510 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunur. Toplam
flavonoid tayin c¢alismalarinda standart madde olarak katesin kullanilir. Ekstraktlar i¢cin
toplam flavonoid miktarlart hesaplanan kalibrasyon denklemi kullanilarak mg (+)
katesin/ 100 g oOrnek olarak hesaplanmistir. Toplam flavonoid miktarinin

hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi EK 5’de verilmistir.

3.3.10. ABTS antioksidan kapasite metodu

Meyvelerden elde edilen ekstraklarin antioksidan kapasite tayininde ABTS metodu
kullanilarak yapilmistir (Gii¢lii ve ark. 2006, Sariburun ve ark. 2010). ABTS metodunda
7 mM ABTS sulu ¢ozeltisi 2,45 mM K,S,0g ile karistirilarak karanlikta 12-16 saat
bekletilir. Siire sonunda elde edilen ABTS c¢ozeltisi % 96’lik etanolle 1:10 oraninda
seyreltilir. 4 mL etanol ve 1 mL ABTS karistirilarak 6. dakika sonunda 734 nm dalga
boyunda kor ornek igin absorbans degeri okunur (Ays). Her bir ekstrakt yada fenol
bilesiginden belirli hacimde alinir, iizerine toplam hacim 4 mL olacak sekilde etanol
eklenir ve 1 mL ABTS ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilir, 6.dakika sonunda 734 nm de
absorbans degeri okunur (Agmek)-

% fnhibisyon="Yor ~Asmak , 109 (3.3.10-1)

kor

Olgiimler sonucunda; hem ekstraktlar hem de fenolik bilesikler igin Esitlik 3.3.10-1
kullanilarak % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak ekstraktlarin toplam antioksidan kapasite degerleri “pmol troloks/ ¢
ornek” seklinde hesaplanmigtir. Antioksidan kapasite miktarinin hesaplanmasinda

kullanilan kalibrasyon grafigi EK 5’de verilmistir.
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3.3.11. CUPRAC antioksidan kapasite metodu

Gelistirilen spektrofotometrik metod; c¢ozeltinin, bir bakir(II) kloriir ¢6zeltisi,
neokuproinin alkoldeki ¢ozeltisi ve pH 7 amonyum asetat sulu tampon c¢ozeltisi ile
karistirilmasi ve ardindan olusan Cu(I)-neokuproin kelatinin absorbansinin 450 nm de
okunmasimi igerir (Apak ve ark. 2007). Deneysel calismada, 1 mL Cu(Il) kloriir
cozeltisi, 1 mL neokuproin alkoldeki ¢ozeltisi ve 1 mL amonyum asetat (pH=7
tamponu) ¢ozeltileri karistirilir, tizerine belirli hacimde ekstrakt ilave edilir ve toplam
hacim 4 mL olacak sekilde saf su ilave edilir. Islemi takip eden 30 dakika sonunda
icerisinde antioksidan bulunmayan 6rnege kars1 450 nm’de absorbans degerleri okunur.
Ekstraktlar icin antioksidan kapasite degeri hesaplanan kalibrasyon denklemi
kullanilarak pmol troloks/ g 6rnek olarak hesaplanir. Antioksidan kapasite miktarinin

hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi EK 5’de verilmistir.

3.3.12. Cr (VI) antioksidan kapasite (CHROMAC) metodunun gelistirilmesi

CHROMAC metodu; asidik ortamda asir1 miktarda bulunan Cr(VI)’nin organik
maddeleri yiikseltgemesi ve geriye kalan Cr(VI)’nin 1,5-difenilkarbazid ile
gerceklestirdigi kararli diaquabis(1,5-difenilkarbazon)krom(l11) kompleksi olusturma
ozelligine dayanmaktadir (Giindiiz 1985). Olusan kompleks 540 nm dalgaboyunda

maksimum absorbans gostermektedir.

Potasyum dikromat ¢6zeltileri bilinen en iyi ylikseltgenlerdendir. Asidik ortamda yari
reaksiyonun standart potansiyeli +1,33 V olarak belirlenmistir (E°=+1,33 V). Literatiire
bakildiginda Cr(VI)’min farkli pH araliginda degisen indirgenme potansiyeline sahip
oldugu belirtilmektedir (KotasA ve Stasicka 2000). Sekil 3.3.12.1.’de Cr(VI) nin farkli

pH degerlerinde degisen potansiyel degerleri gosterilmektedir.
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Sekil 3.3.12.1 Cr(VI) nin farkli pH degerlerinde degisen potansiyel degerleri

Ayrica, Cr(VI) nin substitue fenoller ile reaksiyonlari incelenmistir ve degisen pH’larda
ortama farkli sayida proton verildigi ve dolayisiyla reaksiyon kinetigi ve
mekanizmalarinin degistigi bildirilmistir (Elovitz ve Fish 1995). Sekil 3.3.12.2°de

Cr(VI) nin substitue fenolleri oksidasyonunda mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 3.3.12.2. Cr (VI) nin substitue fenolleri oksidasyonunda mekanizma (Elovitz ve
Fish 1995).

Elovitz ve Fish (1995) tarafindan yapilan c¢alismada; Cr(VI) nin fenol/substitue fenol
yapilarini fenoksil radikaline ya da katyonuna doniistiigii belirtilmektedir. Ayrica fenole
bagli substituentler oksijen ya da kiikiirt iceren gruba sahip oldugunda, Cr(VI)’nin bu

gruplarla da yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlari verebildigi belirtilmistir.

Bu bilgiler dikkate alindizinda CHROMAC metodunda uygun pH/E° degerinin
belirlenmesi ve belirlenen pH degerinde; reaksiyon ortaminda olusabilen diger krom
tirlerinin 1,5-difenilkarbazid ve fenolik maddelerle ve reaksiyon sonucu olusan 1,5-
difenilkarbazon bilesiginin diger krom tiirleriyle, reaksiyona girip girmediginin
belirlenmesi gereklidir. Belirtilen sebepler nedeniyle CHROMAC igin planlanan
deneysel calismalarda; uygun pH/E® degerinin, Cr(VI)’nin 1,5-difenilkarbazid ile
girdigi reaksiyondaki mol oraninin, reaksiyon siiresinin, olusan kompleks i¢in siireye
bagli absorbans degisiminin ve fenolik maddeler i¢in dogrusal ¢alisma araliginin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda ABTS, CUPRAC ve diger mevcut olan antioksidan kapasite tayin
metotlarina alternatif olarak gelistirilen CHROMAC metodu igin incelenmesi gereken
parametreler, literatiirden de yararlanilarak planlanmistir. Ozellikle Cr(VI) kullanilmasi
sebebiyle yiikseltgenme indirgenme potansiyelinin fenolik yapilar i¢in farkli pH

araliklarinda uygun olabilecegi goriilmiistiir (KotasA ve Stasicka 2000). Bu amagla pH
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ye bagl yiikseltgenme indirgenme potansiyel degisimi, difenilkarbazid ile kompleks
olusumuna ait mol oran1 belirlenmesi, reaksiyon siiresinin uygunlugu, dogrusal calisma
aralig1 yaninda gergek orneklere uygulanabilirligi ve gercek orneklerde karsilasilacak
glisin, sitrik asit, glikoz ve benzeri girisim etkileri ve reaksiyon mekanizmasinin
degerlendirilmesi amaciyla metodun en uygun kosullarinin (optimizasyon) belirlenmesi
hedeflenmis olup, elde edilen sonuglar analitik parametrelere gore degerlendirilmistir.
CHROMAC metodunun yeni bir antioksidan kapasite tayin metodu olarak kullanilabilir

oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda literatiire kazandirilmistir.
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4. BULGULAR

Bursa’da dogal yetisen Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L.,
Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., tiiri yabani
meyvelerdeki fenolik maddelerin kantitatif tayinlerine uygun 6rnek hazirlama ve yiiksek
performanshi sivi  kromatografisi (HPLC) teknigi kullanilarak tayin yontemi

gelistirilmistir.

4.1. CHROMAC metodunun optimizasyon sonuglari
pH/E® degerinin belirlenmesi

Cr(VI) ¢ozeltisi bilinen en iyi ylikseltgenlerden biridir ve oldukg¢a kararlidir. Asidik
ortamda (pH=1-1,5) yar1 reaksiyonun standart potansiyeli 1,33 V (E°=1,33 V). Bir¢ok
antioksidan maddenin yiikseltgenme-indirgenme potansiyeli 0,2-0,8V  arasinda
degismektedir. Literatiire bakildiginda Cr(VI)’nin farkli pH araliginda degisen
indirgenme potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir (KotasA ve Stasicka 2000). Cr
(VI), fenol yapisini onerilen yapilara yiikseltgediginde Cr(V1) da Cr(11), Cr(1V) ya da
Cr(V) vyapilarma indirgenebilmektedir (KotasA ve Stasicka 2000). Ancak asidik
ortamda (pH<3) Cr(IV) ve Cr(V) in kararli olmadigi, Cr(III)’iin ise bu ortamda fenolik
madde ya da 1,5-difenilkarbazid ile reaksiyon vermedigi literatiirde belirtilmektedir
(Pflauamnd ve Howick 1956, Elovitz ve Fish 1995). Ancak pH 3-4 oldugunda
Cr(lll)’tn fenolik madde (kafeik asit) ile reaksiyon verdigi, Cr(lll) ile 1,5-
difenilkarbazon arasinda kompleks olustugu ve 550 nm de maksimum absorbans verdigi
dolayisiyla bu pH degerinin 6nerdigimiz antioksidan kapasite metodu igin uygun
olmadig1 da literatiirde gosterilmistir (Thoma ve ark. 2008). Bu nedenle CHROMAC
metodu i¢in uygun pH degeri pH= 2,8 olarak se¢ilmistir. Sekil 4.1.1’de CHROMAC
calisma sartlarinda Cr(l11), 1,5-difenilkarbazid ve askorbik asit varligindaki spektrumu
gdsterilmistir. Onerilen antioksidan kapasite tayin metodunun dogal iiriinlerde bulunan
fenolik maddelerin antioksidan Ozelliginin belirlenmesi i¢in ¢alisilan pH degerinde
ortamin indirgenme potansiyelinin bu maddeler i¢in segici olmasi dikkate alinmustir.
Reaksiyon ortaminda fosfat tamponu kullanilmigtir. CHROMAC metodunda, pH 2,8
olarak ayarlandiginda fenolik maddelerin tayini i¢in uygun ortam saglanmaktadir.
pH=2,8 tampon ¢dzelti ortaminda ¢alisildiginda Cr(VI)’nin indirgenme potansiyeli 0,95
V dur (Elovitz ve Fish 1995).

44



Yar pil reaksiyonlari i¢in standart indirgenme potansiyeli ve yar1 pil reaksiyonu Esitlik
4.1-1’de gosterilmistir. pH=2,8 tampon ¢6zelti ortaminda ¢alisildiginda Cr(VI)’nin
indirgenme potansiyeli Nernst esitligi dikkate alinarak hesaplanmistir (Esitlik 4.1-2).
Degisen pH degerleri i¢cin Cr(VI)’nin indirgenme potansiyeli Nernst Esitligi dikkate
alimarak Ek 2’ de hesaplanmistir.

Cr,0%~ + 14H* + 6e~ — 2Cr3* + 7H,0 E°=1,33V (Esitlik 4.1-1)

£ 0,05916, [cr+3]®
.. _ -0 —
Hiicre=E 6 8 [(Cry07)72][H*]4

(Esitlik 4.1.-2)
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Sekil 4.1.1. Cr (IIT) ile askorbik asit arasindaki elektronik absorbpsiyon spektrumu

Ayrica ortamda bakir, nikel ve civa gibi metallerin bulunmasi durumunda reaksiyon
ortaminda bulunan difenilkarbazid yada difenikarbazon ile mor renkli kompleksler
olustugu belirtilmektedir (Balt ve Dalen 1963, Salinas-Herna'ndez ve ark. 2003).
CHROMAC metodu ile antioksidan kapasite tayini yapilmak istendiginde c¢alisilan
ortamin pH degeri 6nem kazanmaktadir. Literatiirde belirtilen calismalar CHROMAC
metodu ile uygun pH ortamimi saglamamaktadir. Literatirde Cu, Ni, ve Hg
komplekslerinin pH 2,8’de olustugu yazmamaktadir. Sekil 4.1.2° de CHROMAC
deneysel ortaminda Cu™?, Ni*? ve Hg™ (5x10° mol/L) varliginda girisim etkisi
incelenmistir. Sekil 4.1.2° de CHROMAC deneysel ortammda Cu*?, Ni*? ve Hg™
varhiginda girisim etkisi incelenmistir. Dolayistyla ortamda metallerin bulunmasi

CHROMAC metodu igin girisim etkisi yaratmamaktadir.
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Sekil 4.1.2. Cu*?, Ni*? ve Hg*? varliginda girisim etkisinin incelenmesi
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Mol orani belirlenmesi

Cr(VI):Difenilkarbazid arasindaki mol orani Jobs metoduna gore belirlenmistir.
Deneysel ortama, sabit mol oraninda difenilkarbazid degisen mol oraninda ise Cr(VI)
eklenmistir. Siire sonuda olusan diaquabis(1,5-difenilkarbazon)krom(111) kompleksinin
540 nm dalgaboyunda absorbans degeri Ol¢lilmistir. Sekil 4.1.3.’de
Cr(VI):Difenilkarbazid kompleksinde metal ligand oraninin belirlenmesi amaciyla elde

edilen mol oranina kars1 absorbans grafigi goriilmektedir.
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Mol orani (Cr(VI)-Difenilkarbazid)

Sekil 4.1.3. pH=2,8 ortaminda Cr(VI):Difenilkarbazid i¢in mol oraninin belirlenmesi
Reaksiyon siiresinin belirlenmesi

Kor 6rnek, bilinen ve ayni derisimde Troloks, Butillenmis hidroksi toluen ve Rutin
cozeltileri hazirlanarak CHROMAC metodu uygulanmis ve reaksiyon siiresi absorbans
degisimi dikkate alinarak 50 dakika olarak belirlenmistir. Sekil 4.1.4°de CHROMAC

metodu i¢in reaksiyon siiresinin belirlenmesi gosterilmistir.
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Siire (dakika)

Sekil 4.1.4. Reaksiyon siiresine bagl olarak Cr(VI)-Difenilkarbazid kompleksinin
absorbans degisimi
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Dogrusal ¢alisma araliginin belirlenmesi

Fenolik maddeler i¢in derisim araliklari, dogru denklemleri ve troloks esdegerinde
antioksidan kapasite degerleri Cizelge 4.1.1 de verilmistir. Dogru denklemleri dogrusal
aralik igerisinde bes noktali olarak derisime karsilik absorbans verilerine gore
cizdirilmistir ve 6,0x10° ile 4,5x10* mol/L araligindadir. R* degerleri 0,9901
tizerindedir. Elde edilen sonuglar; CHROMAC metodunun fenolik asitler, flavonoidler
ve sentetik antioksidanlar icin duyarli oldugunu gostermistir. Fenolik asitler,
flavonoidler, malvidin, askorbik asit ve BHT i¢in antioksidan kapasite degerleri TEAC
esdegerinde Cizelge 4.1.1°de verilmistir. Cizelge 4.1.2°de fenolik madeler igin
literatiirde belirtilen ve CHROMAC metoduyla tayin edilen TEAC degerlerinin
kargilastirilmistir. Literatiirde flavonoidlerin fenolik asitlerden daha yiiksek TEAC
degerine sahip oldugu belirtilmektedir (Heim ve ark. 2002). Gallik asit, ellagik asit,
kuersetin ve (+)-katesin hari¢ diger fenolik maddeler literatirde CUPRAC ve ABTS ile
tayin edilen TEAC degerlerine uygunluk gostermektedir (Apak ve ark. 2008, Yildiz ve
ark. 2008). Bu fenolik maddeler i¢in tayin edilen degerler CUPRAC ve ABTS ile tayin
edilen TEAC degerlerinden daha disiiktir. CHROMAC metodunda deneysel
sonuglardan asidik ortamda gallik asit ve kuersetinin Cr(VI) ile daha fazla okside
oldugu sonucuna varilabilir. Flavonoidler igerisinde kuersetin en yiliksek TEAC
degerine sahiptir. Rutin; kimyasal yapisinda 3 pozisyonunda —OH yerine o-rutinase
yapisina sahip oldugundan daha diisiik TEAC degerine sahiptir. Kuersetinin goreceli
olarak daha yiiksek TEAC degerine sahip olmasi ayni zamanda rutin’in Kuersetin
glikoziti olmasi1 ve asidik ortamda aglikonuna doniismesi ile de agiklanabilir.
Hidroksisinamik asitler icin tayin edilen TEAC ve ABTS degerleri uyum
gostermektedir (Apak ve ark. 2008). Sirasiyla TEAC (ABTS) degerleri; p-kumarik asit
2,28 (2,22); ferulik asit 2,20 (2,20); klorojenik asit 2,15 (1,20); ellagik asit 1,90 (1,21);
gallik asit 1,70 (3,00) ve kafeik asit 1,55 (1,40) gozlenmistir. p-kumarik asit ve ferulik
asit bir fenolik —OH grubuna sahip olmalarina ragmen iki -OH grubu tastyan klorojenik
asit ve kafeik aside gore daha yiiksek TEAC degerine sahiptir. Bu durum gallik asit,
ellagik asit ve rosmarinik asit gibi molekiillerde olan OH gruplarinin sterik etkisi ve
konjugasyonu ile acgiklanabilmektedir. Kiigiik molekiillerde durum daha kolaydir ve
yiiksek TEAC katsayilar1 elde edilir.
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Cizelge 4.1.1 Fenolik maddeler i¢in dogrusal ¢alisma araligi, R* ve TEAC degerleri

2

Fenolik maddeler Dogrusal aralik Dogru Denklemi R TEAC
(mol/L) degerleri
Gallik asit 1,2x10-4-4,5x10-4 y = 253,18x +0,0596 0,9989 1,70
Troloks 3,0x1074-7,0x10-4 y = 566,38x — 0,1369 0,999 1,00
Kafeik asit 3,0x1074-4,5x10-4 y =593,86x — 0,1125 0,9997 1,55
Ferulik asit 2,5x10-4-4,0x10-4 y = 361,8x — 0,0681 0,9901 2,20
Ellagik asit 3,0x1074-4,5%10-4 y =419,57x — 0,0686 0,9908 1,90
Klorojenik asit 2,5%1074-4,5x10-4 y =412x —0,0999 0,9933 2,15
Rosmarinik asit 2,0x10-4-4,5x10-4 y =220,71x +0,0779 0,9921 1,71
Protokatekuik asit 6,0x10-5-1,0x10-4 y = 337,5x + 0,096 0,9995 0,97
Vanillik asit 3,0x1074-4,0x10-4 y = 721x—0,1529 0,9976 1,44
2-hidroksisinamik asit 3 0x10-4-4,5x10-4 y = 442,86x — 0,0806 0,9999 1,88
p-hidroksibenzoikasit 3,0x1074-4,5x10-4 y =433,4x - 0,0937 0,9911 2,00
p-kumarik asit 2,0% 10-4_4’5>< 10-4 y = 247,32x+0,0129 0,9975 2,28
Trans-sinnamik asit 3,0x10°4-4,5x10"4 y = 440x — 0,0631 0,9990 1,77
Rutin 3,0x1074-4,5x10-4 y = 369x — 0,0815 0,9989 2,26
Kuersetin 3,0x1074-4,5x10"4 y =312,14x - 0,0661 0,9999 2,53
(+)-katesin 3,5%1074-4,5%x10-4 y =422x - 0,1418 0,9999 2,38
Malvidin 3,0x1074-4,5x10-4 y =486,71x - 0,1217 0,9968 1,95
Askorbik asit g’3><10-5_1’3><10-4 y = 23,6x + 0,1460 0,9936 2,72
BHT 1’2><10-4_4’0><10-4 y = 350,5x + 0,0381 0,9982 1,40
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Cizelge 4.1.2. Fenolik maddeler i¢in TEAC degerlerinin karsilagtirilmasi

Fenolik maddeler TEAC TEAC TEAC TEAC
(CHROMAC) (ABTS) (FRAP) (CUPRAC)

Apigenin 0,45 0,65 - 0,82
Luteolin 1,43 1,01 - 2,90
Kamferol 1,21 0,90 0,98 1,47
Kuersetin 2,53 2,77 2,92 4,38
Mirisetin 2,38 3,43 - 4,27
Genistein 0,81 - - -
Hesperetin 0,77 1,01 - 0,85
Naringenin 0,79 0,64 0,22 2,28
Rutin 2,26 2,40 2,20 2,56
Naringin 0,74 0,62 - 0,13
Hesperidin 0,75 1,05 - 0,79
p-hidroksibenzoik asit 2,00 - - -
Vanilik asit 1,44 1,25 - 1,32
Protokatekuik asit 0,97 - - -
Sirincik asit 1,85 1,50 - 1,67
Ferulik asit 2,20 2,16 1,12 1,34
p-kumarik asit 2,28 2,20 1,15
Kafeik asit 1,55 1,39 1,84 2,87
Klorojenik asit 2,15 1,21 1,61 2,47
Rosmarinik asit 1,71 2,30 - 5,65

4.2. CHROMAC metodunun gercek orneklere uygulanabilirligi

Gelistirilen indirekt (dolayli) spektrofotometrik antioksidan kapasite metodu pH 2,8
ortaminda fenolik maddelerle Cr(VI) arasinda gerceklesen reaksiyona dayanmaktadir.
Reaksiyon sonrasi geriye kalan Cr(VI) ile 1,5-difenilkarbazid arasinda olusan
diaquabis(1,5-difenilkarbazon)krom(l11) kompleksinin 540 nm absorbans Ol¢limii
yapilir (Isik ve ark. 2013). Cr(VI)’nin standart redoks potansiyeli olduk¢a yliksektir ve
dolayisiyla bitki ve meyvelerde bulunan glikoz, sitrik asit gibi maddeleri de
yiikseltgeyerek oOl¢timlerde pozitif hataya sebep olabilmektedir. Bu nedenle, ¢6zeltinin
asitligi ayarlanarak, Cr(VI)’nin ylikseltgeme giicii sabit tutulur. Boylece secicilik artar
ve antioksidan maddelerin yiikseltgenmesi sirasinda olusan krom tiirlerinin girisim
etkileri ortadan kalkar. Ayrica Cr(Ill) ile fenolik madde arasindaki reaksiyonun
absorbans dalgaboyu Cr(lll) ile difenilkarbazon kompleksinin dalgaboyuyla
degismemelidir. pH 3-4 araliginda oldugunda fenolik bilesikler ile Cr(IIl) arasindaki
reaksiyon sonucu olusan iiriin 550 nm de maksimum absorbans vermektedir (Thoma ve
ark. 2008). Dolayisiyla pH degerini 2,8’e de diisiirmekle Cr(lI1l) ile fenolik maddeler
arasindaki reaksiyon olusumu giderilmis olur ve absorbans 540 nm’de olgiilmiistiir.

Basit sekerler, sitrik asit ve amino asitler gercek antioksidan maddeler degildir ancak
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organik yapilarindan dolay1 belirli bir antioksidan kapasite degerine sahiptir. 0,1 ve 0,15
mM glisin, sitrik asit ve glikoz i¢gin CHROMAC metodu ile yaklasik 0,30 mM troloks
esdegerinde antioksidan kapasite degeri belirlenmistir. 0,3 mM troloks i¢in belirlenen
antioksidan kapasite ise troloks esdegerinde 0,70 mM dir (Cizelge 4.2.1). Glisin, sitrik
asit ve glikozun CHROMAC metoduna girisim etkisini incelemek i¢in icerisinde 0,3
mM Troloks bulunan deney tiipiine glisin, sitrik asit ve glikoz maddelerinden ayr1 ayri
0,1 ve 0,15 mM eklendi. CHROMAC metodu uygulanarak antioksidan kapasite
degerleri Olgiilmiistiir (Cizelge 4.2.1) ve yaklasik 0,70 mM troloks olarak sabit bir deger
bulunmustur. Ayrica Sekil 4.2.1°de girisim etkisi ¢dzelti ortamina glikoz ilave edilerek
incelenmistir. Elde edilen sonuglar Cr(VI)’nin uygun derisimde oldugunu ve standart
potansiyelleri 0,2-0,6 V olan bu maddelerin asidik ortamda girisim etkisi

olusturmadigini géstermistir.

Cizelge 4.2.1. Glisin, sitrik asit ve glikoz igeriginde CHROMAC yontemiyle tayin
edilen antioksidan kapasite degerleri

Maddeler Antioksidan kapasite (mM Troloks)
Troloks 0,70
0,1 mM glisin 0,30
0,15 mM glisin 0,31
Troloks+0,1 mM glisin 0,70
Troloks+0,15 mM glisin 0,70
0,1 mM sitrik asit 0,37
0,15 mM sitrik asit 0,39
Troloks+0,1 mM sitrik asit 0,70
Troloks+0,15 mM sitrik asit 0,69
0,1 mM glikoz 0,25
0,15 mM glikoz 0,26
Troloks+0,1 mM glikoz 0,69
Troloks+0,15 mM glikoz 0,69
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Sekil 4.2.1. Girisim etkisinin incelenmesi
CHROMAC metodu ile antosiyaninlerin girisim etkisinin incelenmesi

Antosiyaninler, meyveler ve diger bitki gruplarinda bulunan fenolik maddeler igerisinde
onemli bir grubu olusturmaktadirlar ve 540 nm’de maksimum absorbans vermektedirler
(Annika Nyman ve Jorma T. Kumpulainen 2001). Antosiyaninler pH degerine bagl
olarak farkl: tiirlerde bulunabilirler. Ortamin pH degeri 1 oldugunda flavilyum katyonu
baskindir ve pembe, kirmiz1 renk gosterir. Ayrica pH degeri 2-4 araliginda ise kuinoidal
mavi tiirler baskindir. CHROMAC metodunda antioksidan etkisinin incelenmesi igin
pH 2,8 ortaminda pelargonidin standart maddesi ve Prunus divaricata Ledeb. subsp.
divaricata meyvesinin ayr1 ayri spektrumlart alinmigtir. pH 2,8 ortaminda pelargonidin
standart maddesi i¢in maksimum absorbans 550 nm olarak belirlenmesine ragmen
Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata meyvesi 540 nm’de absorbans
gostermemistir. Bu sonuglar antosiyaninlerin pH 2,8 ortaminda CHROMAC metodu ile
antioksidan kapasite tayinlerinde girisim etkisi yapmadigmi gostermektedir. Sekil
4.2.2.’de Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata meyvesi i¢in pH 2,8 ortaminda
farkli ¢oziiciilerde absorbans spekrumlari gosterilmistir. Cr(\V1) ortamda bulunan fenolik
maddelerin disinda diger organik maddeleri (metanol/etanol) de yiikseltgeyebilecegi
icin ¢oziicii girisim etkileri dikkate alinmistir. Bu amagla standart maddelerin dogrusal
aralig1 yada materyalin antioksidan kapasitesi belirlenirken kullanilan ¢6ziicii ile blank

Olctim alinir ve bu girigim etkisi ortadan kaldirilmis olur.
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Sekil 4.2.2. Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata meyvesi i¢in pH 2,8 ortaminda
farkli ¢oziiciilerde absorbans spekrumlari

4.3. CHROMAC metodu ve reaksiyon mekanizmasi

Bu c¢alismada; Cr(VI)’nin asidik ortamda organik maddeleri yiikseltgeme ve 1,5-
difenilkarbazid ile kararli diaquabis(1,5-difenilkarbazon) krom(lll) kompleksi
olusturma 6zelliginden yararlanilmistir (Gilindiiz 1985). Bu amagla gelistirilen metotta,
organik madde tizerine asir1 Cr(V1) ¢ozeltisi (pH=2,8 tampon ortaminda) eklendikten
sonra geriye kalan (organik madde ile yiikseltgenme-indirgenme tepkimesi vermeyen)
Cr(VI) ¢ozeltisinin 1,5-difenilkarbazid ile olusturdugu kompleksin 540 nm absorbansi

okunur.

Cr,02~ + H* + n — elektron indirgenme(fenolik maddeler) — Cr3* + n — elektron yiikseltgenme tirtinii
(asirt )

Cr,0/% + 3H,L + 6H" — [Cr'"(HL),]" + Cr*" + H,L + 7H,0

H,L
Difenilkarbazid H H
N’N\ﬂfN“‘N
H 5 H
Qo
Difenilkarbazon H
N UNs
NN
o

Sekil 4.3.1. CHROMAC metodu ve reaksiyon mekanizmasi

Kompleksin absorbans degeri Cr(VI) konsantrasyonu ile iliskilidir. Buna gore

hazirlanan kor Ornegin absorbans (asirt Cr(VI) ¢ozeltisininl,5-difenilkarbazid ile

53



olusturdugu kompleksin absorbansi) degerinden 6rnek i¢in okunan absorbans degeri
matematiksel olarak ¢ikartilir. Bu absorbans farkindan 6rnegin antioksidan kapasite
degeri belirlenir (Isik ve ark. 2013).

Aomek=Aslank — Aceriye kalan (4.3.-1)

Burada Agjank kOr 6rnegin absorbansidir (asir1 Cr(VI) ¢ozeltisininl,5-difenilkarbazid ile

olusturdugu kompleksin absorbansi). Asmek i€ Ornek i¢cin okunan absorbans degeridir.

Yabani meyvelerden elde edilen farkli polaritelerde hazirlanan fenol ekstraklarinin
antioksidan kapasite tayini CHROMAC metodu uygulanarak belirlenmistir. Deneysel
calismada, deney tiipline 2 ml fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 2,6), 100 mg/L K,Cr,0;
¢ozeltisinden 0,25 mL ve bilinen hacimde ekstrakt eklenir. Yaklasik 1 dk sonra 0,5 mL
1,5-difenilkarbazid (3,4 x 10 mol L™) eklenir ve toplam hacim 5 mL’ye saf su ile
tamamlanir. 50 dakika karanlikta bekletilir ve siire sonunda igerisinde antioksidan
bulunmayan 06rnege karst 540 nm’de absorbans degerleri okunur. CHROMAC
metodunda standart madde olarak troloks kullanilmistir. Her bir ekstaktin/standardin
540 nm dalga boyunda absorbans degeri okunarak troloks miktarina gore grafige
gecirilmigtir. Kalibrasyon grafiginden yararlanarak ekstraktlarin toplam antioksidan
aktivite degerleri umol troloks/g ornek seklinde hesaplanmistir. Antioksidan kapasite

miktarinin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafigi EK 5’de verilmistir.

44. CHROMAC metodunun gercek orneklerle istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L., Prunus divaricata
Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., tiirlerinin meyveleri igin, ABTS,
CUPRAC ve CHROMAC metotlar1 ile tayin edilen antioksidan kapasite degerleri
arasindaki iliski t testt uygulanarak ve korelasyon degerleri belirlenerek
degerlendirilmistir. Korelasyon ve t-testi hesaplanmasinda Microsoft Office 2010 Excel
programi kullanilmistir. T-testi, iki degisik grup sayisal veri arasinda istatistiki olarak
anlaml bir fark olup olmadigini test etmek, ya da gozlenen ortalama degerin varsayilan
ya da Ongorilen (ya da Onceki arastirmalarda elde edilen) degerden farkli olup
olmadigini tespit etmek igin kullanilir. Sonuglar arasinda anlamli fark olup olmadig:

tablo degerlerinin karsilastirilmasiyla anlasilabilir. p<0,05 ise %95 giivenle sonuglar
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arasinda anlamli bir fark vardir, p>0,05 ise sonugla arasinda anlamli bir fark yoktur

diyebiliriz.
4.5. HPLC-DAD Sonuglari

4.5.1. Standart fenolik bilesiklerin HPLC-DAD sonugclari

Standart fenolik maddeler 20 mg/L derisiminde olacak sekilde metanolde ¢oziildii ve
Bolim 3.2.3 de belirtilen ¢alisma kosullarinda HPLC-DAD ile analizi yapildi. Her bir
standart maddenin HPLC-DAD kromatogramlar1 alindi. Bu standart fenolik maddeler
icin konsantrasyona karsilik pik alan degerleri ile kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir

(Cizelge 4.5.1.1). Sekil 4.5.1.1°de fenolik maddelerin HPLC-DAD kromatogramlari

verilmigtir.

Cizelge 4.5.1.1. Standart fenolik maddeler i¢in HPLC-DAD Kkalibrasyon grafikleri
Standart Madde Kalibrasyon grafigi Regresyon katsayisi
Gallik asit y=38,777x-0,9284  0,9991
Klorojenik asit y =45,653x - 12,353  0,9984
Ellagik asit y =22,125x - 6,4799  0,9999
Kafeik asit y =75,122x + 33,987  0,9978
Ferulik asit y =149,22x - 49,8500 0,9998
para-Kumarik asit y =202,43x - 49,4280 0,9997
2-Hidroksisinamik asit y =33,992x - 29,5330 0,9999
Rosmarinik asit y =44,987x + 14,798  0,9992
Mirisetin y =58,269x - 5,0429  0,9993
Kuersetin y =97,953x + 6,7125  0,9997
Kamferol y =81,245x + 16,435  0,9996
Rutin y =31,265x - 7,7728  0,9999
Isokuersitrin y =38,349x - 120,39  0,9941
Kamferol glikozit y =38,836x + 5,4211  0,9984
Siyanidin y = 88,636x - 14,498  0,9970
Delfinidin y =89,461x - 92,956  0,9954
Siyanidin glikozit y = 33,248x - 36,4330  0,9960
Siyanidin rutinosit y =14,683x - 4,4771  0,9980
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Sekil 4.5.1.1 Standart 20 mg/L fenolik maddelere ait HPLC kromatogrami (1; gallik
asit, 2; klorojenik asit, 3; kafeik asit, 4; ellagik asit, 5; rutin, 6; isokuersitrin, 7; p-
kumarik asit, 8; kamferol glikozit, 9; ferulik asit, 10; rosmarinik asit, mirisetin, 12; 2-
hidroksisinamik asit, 13; kuersetin, 14; kamferol).

452. HPLC-DAD analizlerinde ekstraksiyon ve hidroliz metotlarimin
degerlendirilmesi

Yabani meyve tiirlerinin fenolik maddelerinin HPLC-DAD ile kalitatif ve kantitatif
tayinlerinde ekstraksiyon ve hidroliz metotlarinin gelistirilmesinde asidik, bazik, asidik-
bazik ve enzimatik hidroliz teknikleri uygulanmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde bazik, asidik-bazik ve enzimatik hidroliz teknikleri ile verimli
sonuglar elde edilemedigi hidroliz teknigi olarak asidik hidroliz sonuglarinin daha
verimli oldugu goriilmistiir. Sekil 4.5.2.1a-4.5.2.1.¢’de hidroliz ekstraktlarina ait HPLC

kromatogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.5.2.1. Prunus spinosa L. a; asidik, b, bazik, ¢, asidik-bazik, d; sulu ¢ozelti
ortaminda enzimatik, e; pH 5 tampon ortaminda enzimatik hidroliz ekstraktina ait
HPLC kromatogrami

4.5.3. Sorbus L. tiirlerinde bulunan fenolik maddeler

Sorbus domestica L. ve Sorbus torminalis L. tiirlerinde bulunan fenolik maddelerin
HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.5.3.1° de verilmektedir. Sorbus domestica L. ve Sorbus
torminalis L. tiirlerinde bulunan fenolik maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.5.3.1° de

bulunmaktadir.
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Sekil 4.5.3.1. Sorbus L. tiirlerinin metanol-asit ekstraktina ait HPLC kromatogrami. a;

Sorbus domestica L., b; Sorbus torminalis L.
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4.5.4. Prunus L. tirlerinde bulunan fenolik maddeler

Prunus spinosa L. ve Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata tiirlerinde bulunan
fenolik maddelerin HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.5.4.1° de verilmektedir. Prunus
spinosa L. ve Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata tiirlerinde bulunan fenolik

maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.5.4.1 ve Cizelge 4.5.4.2°de bulunmaktadir.
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Sekil 4.5.4.1. Prunus L. tiirlerinin metanol-asit ekstraktina ait HPLC kromatogrami. a;
Prunus spinosa L., b; Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata
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Cizelge 4.5.4.1. Ekstraksiyon metodu kullanilarak Prunus spinosa L. tiirlerinde bulunan

fenolik bilesiklerin miktarlart (mg/ kg 6rnek) (Devam)

Céziiciiler SIYANIDIN SIYANIDIN DELFINIDIN  SiYANIDIN
GLIKOZIT RUTINOSIT
Su 62,5843,21 206,91+11,22 77,31+4,12 32,60+2,31
Metanol 54,13+£2,12 187,56+8,98 50,93+2,36 32,20+2,56
Etanol 48,62+3,01 157,63+6,45 47,90+1,23 21,89+1,23
Su-metanol 53,88+1,55 123,56+4,23 48,14+1,14 22,14+1,12
Ultrasonik Su-etanol 42,29+2,14 103,43+4,74 40,10+2,31 21,47+1,01
ekstraksiyon Su asit 39,20+1,96 152,30+10,23 131,45+10,53 83,56+5,63
Metanol asit 29,02+0,06 131,08+9,86 97,41+£6,34 82,15+4,63
Etanol asit 18,13+0,01 91,68+7,52 77,05+5,03 32,02+2,01
Su-metanol asit 24,02+1,24 82,10+5,69 73,30+2,74 72,47+5,63
Su-etanol asit 15,74+0,08 87,04+4,23 65,21+1,85 31,83+1,02
Su 56,87+4,12 186,31+10,23 65,31+£2,95 28,33+1,56
Metanol 40,21+3,04 128,32+8,56 40,24+3,01 22,10+1,05
Coziicii Etanol 37,10+£2,14 102,87+7,51 35,90+1,11 21,57£1,45
Ekstraksiyonu Su-metanol 39,88+2,05 112,74+4,32 45,934+2.33 22,11£1,99
Su-etanol 37,35+2,14 96,52+1,36 37,98+1,47 21,05+1,53
Su asit 23,17+0,12 105,49+9,63 101,23+8,63 72,78+5,47
Metanol asit 19,10+0,09 109,56+3,26 65,21+4,53 72,39+6,23
Etanol asit 11,30+0,03 88,07+4,12 42,69+3,12 31,97+1,50
Su-metanol asit 14,17+0,07 95,02+2,36 63,01+4,89 72,24+4,63
Su-etanol asit 13,58+0,04 92,7844,23 56,90+3,65 31,34+1,58

Iki tekrarmn ortalamasi + standart sapma
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4.5.5. Diospyros lotus L. tiiriinde bulunan fenolik maddeler

Diospyros lotus L. tiriinde bulunan fenolik maddelerin HPLC kromatogrami Sekil

4.5.5.1” de ve bulunan fenolik maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.5.5.1 de verilmektedir.
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Sekil 4.5.5.1. Diospyros lotus L. metanol-asit ekstraktina ait HPLC kromatogrami
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4.5.6. Analitik yontem validasyonu

Yabani meyve tiirlerinin fenolik bilesiklerinin derisimlerinin tayininin validasyonunda
her fenolik bilesik tayini i¢in [UPAC tarafindan belirtilen LOD (3s/m), LOQ (10s/m) ve
yiizde geri kazanim degerleri (Cizelge 4.5.6.1) hesaplanmistir. Burada s; kor 6rnek igin
standart sapmasini, m; kalibrasyon egrisinin egim degerini ifade etmektedir.
Ekstraksiyon yonteminin geri kazanim degerinin ve uygulanan analitik ydntemin
validasyonunun hesaplanabilmesi i¢in 100 mg/L ¢ozelti kullanilmistir. Bu ¢ozeltiden %
geri kazanim degerinin hesaplanmasinda igerisinde 10 mg/L standart madde igeren
ekstraktlar kullanilmistir. Bu ekstraktlar, Prunus spinosa L. tiirlinlin metanol ve
metanol-asit ekstraktlaridir. Uygulanan analitik yontemin validasyonunda kullanilan
cozeltiler stok ana ¢ozelti kullanilarak her bir standart fenolik bilesik i¢in 1 mg/L

derisimine sahip ¢6zeltilerdir.

Cizelge 4.5.6.1. Analitik yontem validasyonu ve geri kazanim degerleri (n=3)

Geri kazanim (%)

Fenolik bilesikler LOD LOQ
(mg L) (mgL™)  Ekstraksiyon  Asidik hidroliz

Kuersetin 0,17 0,51 90+3 99+2
Rutin 0,15 0,46 82+2 71+1
Rosmarinik asit 0,18 0,57 95+4 914
Kafeik asit 0,28 0,86 89+2 74+3
Klorojenik asit 0,23 0,69 90+4 87+4
Ferulik asit 0,14 0,43 92+2 103+2
P-kumarik asit 0,10 0,32 91+2 99+1
Ellagik asit 0,17 0,52 91+1 99+2
Gallik asit 0,15 0,47 102+3 81+1
Mirisetin 0,25 0,77 8542 81+4
Kamferol 0,18 0,55 83+4 8443
Kamferol glikozit 0,23 0,74 96+3 7314
Isokuersetin 0,24 0,72 9242 90+1
2-Hidroksisinamik asit 0,21 0.63 89+1 88+1
Siyanidin 0,15 0,46 90+4 90+4
Delfinidin 0,15 0,48 90+4 89+1
Siyanidin glukozit 0,16 0,45 86+2 76=+1
Siyanidin rutinosit 0,17 0,47 88+2 77£2

LOD tayin sinir1, LOQ tayin edilebilen en kii¢iik derigim
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4.6. Spektroskopik Yontemler

Sorbus L., Prunus L., ve Diospyros L., tiirlerinin meyvelerindeki toplam fenol tayinleri,
toplam flavonoid tayini ve antioksidan kapasite tayinleri spektroskopik yontemle

yapilmustir.

4.6.1. Toplam fenol miktarlar:

Sorbus L., Prunus L., ve Diospyros L., tiirlerinin meyveleri i¢in su, metanol, etanol, su-
metanol, su-etanol ve bunlarin asidik ekstraklarinin toplam fenol miktarlar1 Folin
yontemiyle tayin edilmistir. Bulunan toplam fenol miktarlar1 Sekil 4.6.1.1- 4.6.1.5’te

verilmektedir.
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4.6.2. Toplam flavonoid miktarlar

Sorbus L., Prunus L., ve Diospyros L., tiirlerinin meyveleri i¢in su, metanol, etanol, su-
metanol, su-etanol ve bunlarin asidik ekstraklarinin toplam flavonoid miktarlar1 Sekil

4.6.2.1- 4.6.2.5 te verilmistir.
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4.6.3. Antioksidan kapasite miktarlar

Sorbus L., Prunus L., ve Diospyros L., tiirlerinin meyveleri i¢in su, metanol, etanol, su-
metanol, su-etanol ve bunlarin asidik ekstraklarinin ABTS, CUPRAC ve CHROMAC

metotlar1 ile antioksidan kapasite tayinleri yapilmistir. Yabani meyve tiirlerinin ABTS,

CUPRAC ve CHROMAC metotlar1 ile bulunan toplam antioksidan kapasite degerleri

Cizelge 4.6.3.1-Cizelge 4.6.3.5’de verilmistir.

troloks/g 6rnek seklinde hesaplanmistir.

Antioksidan kapasite sonuglar1 pmol

Cizelge 4.6.3.1. Sorbus domestica L. i¢in antioksidan kapasite degerleri (umol troloks/g

ornek)
Ultrasonik ekstraksiyon Cozicii ekstraksiyonu
ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC

Su 1,42+0,05 1,31+0,09 1,26+0,08 1,08+0,09 1,04+0,08 0,98+0,04
Metanol 2,70+0,12 2,59+0,15 2,92+0,17 2,66+0,08 2,31+0,08 2,70+0,09
Etanol 2,49+0,11 2,33+0,19 2,86+0,10 2,02+0,15 2,13+0,16 2,80+0,14
Su-metanol 2,48+0,10 2,62+0,20 2,74+0,11 2,05+0,19 2,11+0,14 2,19+0,12
Su-etanol 2,14+0,16 2,42+0,14 2,45+0,16 1,45+0,07 1,58+0,07 1,14+0,07
Su asit 2,52+0,11 2,29+0,12 2,82+0,18 1,82+0,05 2,04+0,13 1,95+0,06
Metanol asit 5,87+0,45 5,90+0,44 5,81+0,32 5,65+0,36 5,68+0,33 5,26+0,36
Etanol asit 4,70+£0,39  4,54+0,38 4,26+0,31 4,46+0,39 4,45+0,22 4,18+0,31
Su-metanol asit 4,1740,21 4,11+0,26 4,18+0,26 4,50+0,10 4,17+0,21 4,66+0,21
Su-etanol asit 3,09+0,21 3,04+0,16 3,71+0,28 3,17+0,24 3,21+0,22 3,70+0,24

Cizelge 4.6.3.2. Sorbus torminalis L. i¢in antioksidan kapasite degerleri (umol troloks/ g ornek)

Ultrasonik ekstraksiyon

Coziicli ekstraksiyonu

ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC
Su 1,88+0,11 1,91+0,09 1,52+0,10 1,2840,11 1,43+0,09 1,14+0,10
Metanol 3,26+0,18  4,16+0,13 4,75+0,16 3,234+0,19 3,99+0,16 3,66+0,21
Etanol 2,27+0,23 2,31+0,10 2,13+0,14 2,27+0,25 2,02+0,34 2,25+0,11
Su-metanol 3,09+0,19  3,53+0,24 3,64+0,28 3,07+0,19 3,03+0,29 3,21+0,25
Su-etanol 2,39+0,20  3,12+0,21 3,33+0,27 2,86+0,20 2,56+0,19 2,2440,13
Su asit 4,66+0,34  3,2740,19 4,18+0,34 2,86+0,21 3,03+0,25 3,09+0,24
Metanol asit 6,44+0.41  6,85+0,52 6,10+0,48 5,38+0,35 5,11£0,35 5,14+0,35
Etanol asit 5,67£0,40  6,49+0,49 5,95+0,31 4,314+0,32 4,414£0,39 4,64+0,30
Su-metanol asit  5,14+0,39  5,23+0,39 5,33+0,27 5,04+0,46 5,13+0,42 5,03+0,42
Su-etanol asit 4,87+0,29  4,16+0,11 4,92+0,27 4,41+0,38 4,86+0,37 4,23+0,39
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Cizelge 4.6.3.3. Prunus spinosa L. i¢in antioksidan kapasite degerleri (umol troloks/ g

ornek)
Ultrasonik ekstraksiyon Coziicii ekstraksiyonu

ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC
Su 6,53+0,41 6,35+0,55 6,76+0,45 3,2040,22 4,16+0,11 3,04+0,21
Metanol 14,66+£0,95 14,21+1,15  14,82+0,99 10,42+0,85  10,60+0,99 9,73+0,63
Etanol 9,424+0,72 8,96+0,69 8,68+0,72 6,21+0,47 6,88+0,33 6,84+0,59
Su-metanol 9,36+£0,66  9,71+0,55 9,35+0,69 7,68+0,32 7,32+0,41 7,42+0,21
Su-etanol 8,79+0,97 8,72+0,55 8,52+0,96 5,224+0,31 5,29+0,60 5,57+0,46
Su asit 7,47+0,26 8,38+0,59 7,49+0,42 6,84+0,43 6,65+0,34 6,02+0,41
Metanol asit 20,54+1,05 22,09+1,23  20,02+1,01 18,51+1,22  17,10+1,13  18,77+1,11
Etanol asit 15,72+1,03 15,14+1,20  15,69+0,94 13,12+1,05  13,98+1,05  13,18+1,03
Su-metanol asit  17,66+0,98 17,75+0,97  17,08+1,02 14,77+0,98  14,70+1,01  14,19+1,00
Su-etanol asit 13,94+1,23 13,60+1,14  13,92+1,42 11,38+1,01  11,48+0,99  11,08+1,01

Cizelge 4.6.3.4. Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata igin antioksidan kapasite
degerleri (umol troloks/g 6rnek)

Ultrasonik ekstraksiyon

Coziicii ekstraksiyonu

ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC
Su 1,61+0,09 2,60+0,12 1,76+0,08 1,02+0,05 1,93+0,07 1,56+0,06
Metanol 4,50+0,36 4,29+0,25  4,25+0,31 2,424+0,15 3,69+0,21 3,24+0,15
Etanol 4,11+0,29 3,87+0,26 3,45+0,24 2,41+0,12 3,34+0,19 3,28+0,21
Su-metanol 3,77+0,24 3,82+0,11 4,71+0,25 4,01+0,11 3,214+0,27 3,97+0,09
Su-etanol 2,64+0,11 3,01+0,28 3,07+0,29 3,55+0,09 3,07+0,26 3,60+0,16
Su asit 2,37+0,12 3,84+0,23 3,66+0,19 2,10+0,10 3,78+0,24  2,70+0,15
Metanol asit 12,74+0,95 12,20+0,87 12,80+0,81 9,94+0.,45 9,12+0,42  9,99+0,47
Etanol asit 8,06+0,67 8,39+0,67  8,43+0,98 7,31+0,35 7,95+0,74  7,85+0,61
Su-metanol asit  9,35+0,65 9,58+0,49  9,51+0,84 8,16+0,23 8,00+£0,66  8,76+0,69
Su-etanol asit 6,97+0,41 6,05+0,39  6,61+0,52 5,57+0,45 5,35+0,54  5,33+0,30

Cizelge 4.6.3.5. Diospyros lotus L. i¢in antioksidan kapasite degerleri (umol troloks/ g

ornek)
Ultrasonik ekstraksiyon Cozicii ekstraksiyonu
ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC

Su 2,56+0,11 2,93+0,17 3,06+0,21 2,46+0,14 2,51+0,11  2,68+0,09
Metanol 4,224+0,34 4,19+0,34 3,78+0,21 2,47+0,09 3,06+0,22 2,45+0,12
Etanol 3,90+0,21 3,17+0,27 3,89+0,11 2,77+0,11 2,4040,16  2,33+0,18
Su-metanol 4.25+0,33 4,87+0,31 4,88+0,35 4,05+0,19 3,7340,18  4,09+0,33
Su-etanol 3,24+0,27 3,44+0,30 3,14+0,28 3,09+0,22 3,3840,34  3,16+0,20
Su asit 4,19+0,38 4,13+0,28 4,00+0,31 3,86+0,34 3,68+0,27  3,66+0,27
Metanol asit 6,53+0,41 6,70+0,51 6,75+0,44 4,85+0,22 4,56+0,36 4,90+0,21
Etanol asit 4,19+0,39 5,07+0,43 5,22+0,48 3,15+0,16 3,42+0,11 3,84+0,19
Su-metanol asit 5,19+0,34 4,74+0,35 4,73+0,34 4,19+0,34 4,14+0,27  3,99+0,19
Su-etanol asit 3,44+0,29 3,57+0,26 3,63+0,36 3,09+0,19 3,50+0,20  3,65+0,28
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Kromatografik Yontemler

Bu ¢alismada Bursa’da dogal yetisen Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus
spinosa L., Prunus divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., tiirii
meyveler i¢in ultrasonik ve ¢oziicii ekstraksiyonlar1 uygulanarak o6rnek hazirlama
teknikleri gelistirilmis ve yabani meyvelerde bulunan fenolik maddeler, kantitatif olarak
HPLC-DAD ile belirlenmistir. Analiz edilen yabani meyve tiirlerinin zengin fenolik

madde icerigine ve antioksidan kapasite degerine sahip oldugu bulunmustur.

Coziicii ekstraksiyonu meyvelerde ve bitkilerde bulunan fenolik asitler ve flavonoidleri
icine alan gesitli bilesiklerin ekstraksiyonunda yaygin kullanilan bir metottur. Fenolik
bilesikler polar molekiillerdir ve dolayisiyla bu bilesiklerin esktraksiyonunda yaygin
olarak su, metanol ve bunlarin farkli oranlardaki karisimlar ile asitli ¢Oziiciiler
kullanilir. Asitli ¢oziicii ekstraksiyonunun fenolik bilesiklerin asetil ve glikozit baglarini
kirabildigi ve fenolik bilesiklerin serbest hale ge¢mesini sagladigi belirtilmistir
(Rommel ve Wrolstad 1993). Bu ¢alismada Sorbus domestica L., Sorbus torminalis L.,
Prunus divaricata L., Prunus spinosa L., ve Diospyros lotus L. tiirlerinde bulunan
fenolik maddeler HPLC-DAD ile kantitatif olarak tayin edilmistir. Fenolik maddelerin
tayininde ¢6ziicli ve ultrasonik ekstraksiyon olmak iizere iki tiir ekstraksiyon teknigi
uygulanarak sonuglar degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglardan ultrasonik
ekstraksiyonda ¢oziici ekstraksiyonuna gore daha verimli sonuglar elde edildigi
goriilmiistiir. Ayrica yabani meyvelerde bulunan glikozit yapilarinin serbest hale
gecmesi i¢in asidik, bazik, asidik-bazik ve enzimatik hidroliz uygulanmistir. Bazik ve
asidik-bazik hidroliz ekstraktlarinda tayin edilmek istenen fenolik maddelere ait pik
gozlenmemistir. Enzimatik hidrolizde ise beta-glikozidaz enzimi ile glikozit yapilarinn
parcalanarak serbest halde daha fazla fenolik madde tayin edilmek istenmistir ancak
verimli sonu¢ alinamamustir. Asidik hidroliz ekstraktlarinda ise ¢dzgen ekstraktlarina
oranla kalitatif ve kantitatif olarak daha fazla fenolik madde tayini yapilmistir.
Uygulanan diger hidroliz teknikleri i¢in elde edilen sonuglar Ek 4 de sunulmustur. S.
domestica L., S. torminalis L., P. divaricata L., ve D. lotus L. tiirlerinin ultrasonik ve
coziicii ekstraksiyonlarina uygulanan bazik, asidik-bazik ve enzimatik hidroliz sonrasi

fenolik madde tayini yapilamamustir. P. spinosa L. tiiriinde ise bazik ve asidik-bazik
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hidrolizde herhengi bir fenolik madde gozlenmemistir. Ancak enzimatik hidroliz
uygulandiginda ultrasonik ekstraksiyonda rutin, kamferol glikozit, kuersetin ve

kamferol; ¢oziicii ekstraksiyonunda ise kafeik asit, rutin ve kuersetin tayin edilmistir.

5.1.1. Sorbus L. tiirlerinde bulunan fenolik maddelerin HPLC-DAD sonugclar:

Sorbus torminalis L. ve Sorbus domestica L. tiirlerinde bulunan fenolik maddeler
HPLC-DAD cihaz1 ile kantitatif olarak tayin edilmistir. Klorojenik asit, kafeik asit,
rutin, kuersetin ve 2-hidroksisinamik asit Sorbus L. tiirleri i¢in ortak fenolik
maddelerdir. Sorbus domestica L. tiiriinde ferulik asit ve p-kumarik asit tayin edilirken
Sorbus torminalis L. tiiriinde rosmarinik asit, ellagik asit, kamferol glikozit ve kamferol
tayin edilen farkli fenolik maddelerdir. S. domestica L. tiirlerinde bulunan fenolik
maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.1.2.1 ve S. torminalis L. tirii i¢in bulunan fenolik
madde miktarlar1 Cizelge 4.1.2.2°de verilmistir. Kafeik asit (3,27+0,29-10,96+0,21
mg/kg Ornek) ve 2-hidroksisinamik asit (2,16+0,01-19,83+1,21 mg/kg Ornek) S.
domestica L. tiirlinde ¢oziicii ekstraksiyonunda degil asidik hidrolizi sonucunda tayin
edilmistir. Ferulik asidin ve p-kumarik asidin ise asidik hidroliz sonras1 miktarlarinda
artis oldugu goézlenmistir. Ferulik asit ¢6ziicli ekstraksiyonunda 1,37+0,01-3,51+0,10
mg/kg ornek araliginda degere sahipken asidik hidroliz sonrast 1,81+0,03-5,81+0,21
mg/kg 6rnek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde p- kumarik asitte ¢oziicii
ekstraksiyonunda 1,00+0,01-3,90+0,03 mg/kg ornek degerde iken asidik hidroliz
sonrasi 1,53+0,03-5,86+0,03 mg/kg ornek degerde oldugu bulunmustur. Asidik hidroliz
ile gozlenen artiglar ve fenolik maddeler tayin edilemeyen hidroksisinamik asit
tiirevlerinin varligini, hidroliz ile miktar artig1 ve serbest fenolik madde agiga ¢iktigini
gostermektedir. Ornekteki klorojenik asit miktarmin asidik hidroliz sonras1 azalmasi bu
sonucu desteklemektedir. Klorojenik asidin ¢oziicii ekstraktlarindaki degeri 2,63+0,21-
8,75+0,11 mg/kg ornek; asidik hidroliz sonrasi1 degeri ise 3,61+0,21-4,92+0,21 mg/kg
ornek dur. Kuersetin miktarinin her iki tiirde de asidik hidroliz sonrasi arttigi rutin
miktarinin ise azaldigr gozlenmistir. S.domestica tiirii i¢in kuersetin miktar1 hidroliz
oncesi; 0,02+0,01-0,54+0,03 mg/kg Ornek, hidroliz sonrasi; 1,05+0,03-38,35+0,96
mg/kg 6rnek degerinde bulunmustur. S.torminalis tiiriinde ise kuersetin miktar1 hidroliz
oncesi; 0,10+0,01-0,90+0,03 mg/kg 6rnek, hidroliz sonrasi; 0,21+0,02-7,83+0,36 mg/kg

ornek degerindedir. S. domestica L. tiirii i¢in artan kuersetin miktar1 kaynaginin rutin
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oldugu diistiniilirken S. torminalis L. tiiriinde ise isokuersetin varligi hidroliz sonrasi
kuersetin miktarimni arttirmaktadir. Kuersetin glikoziti olan rutin ve isokuersetin kuvvetli
asidik ortam hidroliz olarak aglikonu olan kuersetine doniismektedir. Bu nedenle
kuersetin miktarlar: asidik hidroliz sonrasi artmaktadir. S. torminalis L. tiirtinde ¢oziici
ekstraklarinda tayin edilen kamferol glikozit miktar: asidik hidroliz ile azalirken buna
karsilik kamferol miktarinin arttig1 gézlenmistir. Literatiirde Sorbus L. tiirleri igin tayin
edilen fenolik maddeler ve miktarlar1 farkliik gostermektedir (Olszewska 2008,
Termentzi ve ark. 2008, Termentzi ve ark. 2009, Olszewska ve Roj 2011, Li ve ark.
2012). Bu farklilik bitkinin toplandig1 farkli bolge veya konum, farkl tiir, uygulanan
farkli analitik ve ekstraksiyon yontemlerinden kaynaklanabilecegi sdylenebilir (Imeh ve

Khokhar 2002).

5.1.2. Prunus L. tiirlerinde bulunan fenolik maddelerin HPLC-DAD sonuclari

Prunus spinosa L. tiiriiniin ekstraksiyonunda klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-
kumarik asit, rutin, kamferol glikozit, isokuersetin, kamferol, kuersetin, mirisetin,
siyanidin, delfinidin, siyanidin glikozit ve siyanidin rutinosit tayin edilmistir. Prunus
spinosa L. tiirtinde bulunan fenolik maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.1.3.1 verilmistir. p-
kumarik asit P. spinosa L. tiirlinde en yiiksek miktarda tayin edilen fenolik maddedir ve
¢oOziicii ekstraksiyonunda 9,39+0,21-68,85+1,89, asidik hidrolizde ise 34,444+0,43-
350,89+8,76 arasinda degisen degerlere sahiptir. Literatiire bakildiginda ise P. spinosa
L. tlirii i¢in tayin edilen fenolik madde tiirleri ve degerleri yapilmis caligmalardan
farklilik gostermektedir. Ayn1 zamanda literatiire gore P. spinosa L. tiirlinde tayin
edilen gallik asit (Ruiz-Rodriguez ve ark. 2013) ¢alismamizdaki higbir ekstraktta tayin
edilememistir. Kafeik asit, kuersetin ve mirisetin degerleri su, etanol ve %50 su-etanol
(v/v) ekstrakt degerleri ile karsilastirildiginda daha once yapilan ¢alismalardan ¢ok daha
yiiksek bulunmustur (Ruiz-Rodriguez ve ark. 2014). Ayrica P. spinosa L. tiirii igin
literatlirde tayin edilen antosiyanidinler siyanidin-3-O-glikozit, siyanidin-3-O-rutinosit
ve peonidin-3-O-glikozit oldugu belirtilmektedir (Ruiz-Rodriguez ve ark. 2014, Jang ve
ark. 2016). Yaptigimiz calismada ise siyanidin-3-O-glikozit (11,30+0,03-62,58+,21
mg/kg Ornek), siyanidin-3-O-rutinosit (82,10+5,69-206,91+11,22 mg/kg o0rnek),
siyanidin  (21,05+1,53-83,56+5,63 mg/kg ornek) ve delphinidin  (35,90+1,11-

131,45+10,53 mg/kg ornek) tayin ettigimiz antosiyaninlerdir ve dnceki ¢alismalardan
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daha yiiksek degerler gozlenmistir (Ruiz-Rodriguez ve ark. 2014, Jang ve ark. 2016).
Bu farkliligin yetistigi yorenin ¢evre kosullari, 6zellikle toprak niteliginin ve olgunluk
diizeyinin farkli olmasi ve ayrica uygulanan ekstraksiyon ve analiz metotlarinin
farkliliklarindan kaynaklandigi sdylenebilir. Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata
L. tirtinde bulunan fenolik maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.1.4.1. de verilmistir.
Klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, rutin, kamferol glikozit,
1sokuersetin, kamferol, kuersetin, mirisetin tayin edilen fenolik maddelerdir. P. spinosa
L. tiirtiyle karsilagtirildiginda ise miktarsal olarak daha diisiik fenolik madde igerdigi
goriilmektedir. Ayrica P. spinosa L. tiiriinde antosiyanin ve antosiyanidin tayin
edilmemistir. Cizelge 4.1.3.1 ve Cizelge 4.1.3.2.°de goriildiigii gibi klorojenik asit
miktar1 asidik hidroliz sonrasi azalirken kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit
miktarlarinda artiglar gézlenmistir. Ayn1 sekilde kuersetin, isokuersetin ve kamferol
miktarinda da asidik hidroliz sonrasi artig gozlenirken, rutin ve kamferol glikozit
miktarlarinda ise azalma gozlenmistir. Bu sonug¢ kuersetin glikoziti olan rutin ve
kamferol glikozitin kuvvetli asidik ortam hidroliz olarak aglikonu olan kuersetin ve

kamferole doniistiiglinli gostermektedir.

5.1.3. Diospyros lotus L. tiiriinde bulunan fenolik maddelerin HPLC-DAD
sonuclari

Diospyros lotus L. tiirlinde bulunan fenolik maddelerin miktarlar1 Cizelge 4.1.5.1°de
verilmistir. Gallik asit, kafeik asit, rosmarinik asit, ellagik asit, klorojenik asit tayin
edilen fenolik asitlerdir. Rutin, kamferol glikozit, isokuersetin, kuersetin, kamferol ve
mirisetin ise tayin edilen flavonoidlerdir. D. lotus L. i¢in tayin edilen fenolik madde
tiirlii ve miktar literatiirde yapilmis ¢aligmalardan farklilik gostermektedir (Ayaz ve Kadioglu
1997, Gao ve ark. 2014). Gallik asit igin karsilastirildiginda su ekstrakti (138,88+9,43
mg/kg 6rnek) daha yiiksek iken metanol ekstraktinda (174,52+12,34 mg/kg 6rnek) daha
diistik gallik asit bulunmustur. Rutin, su ve metanol ekstraktinda tayin edilmezken bizim
calismamizda yiiksek miktarda (75,45+2,34 mg/kg o6rnek) tayin edilmistir (Gao ve ark.
2014). Ayrica literatiire gore D. lotus L. tiiriinde tayin edilen mirisetin (Gao ve ark. 2014)
calismamizdaki ¢oziicii ekstraktinda tayin edilememistir. D. lotus L. igin tayin edilen
kuersetin degeri (11,42+0,87 mg/kg 6rnek) ise daha once yapilan ¢alismalardan daha
yiiksek bulunmustur (Gao ve ark. 2014). Bu farkliligin meyvenin toplandig1 lokalitenin,
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uygulanan ekstraksiyon ve analiz metotlarinin farkliliklarindan kaynaklandigi
soylenebilir (Imeh ve Khokhar 2002). Ayrica meyve igerisinde tayin edilemeyen
hidroksisinamik asit ve hidroksibenzoik asit tiirevleri de bulunmaktadir. Elde edilen
sonuglardan bu tiiriin zengin fenolik icerige sahip oldugu goriilmektedir. Fenolik madde
miktarlarinin ¢6ziicli ekstraklar ile asidik hidroliz sonrasi degisimleri gdzlenmektedir.
Gallik asit, rosmarinik asit, ellagik asit, klorojenik asit, kuersetin, mirisetin ve kamferol
miktarlar1 asidik hidroliz ile artmaktadir. Buna karsin rutin, isokuersetin ve kamferol
glikozit miktarlarinda azalma goézlenmektedir. Asidik hidroliz ile glikozit yapilarinin
pargalanarak fenolik maddelerin serbest hale gectigini gostermektedir. Gallik asit ve
ellagik asit miktarindaki artis yapida tayin edilemeyen ellagik asit tiirevinin; rosmarinik
asit ve klorojenik asit miktarindaki artis ise tayin edilemeyen hidroksisinamik asit
tiirevinin oldugunu gostermektedir (Dai ve Mumper 2010). Kuersetin miktarindaki artis
ise bu maddenin glikozit yapilari olan rutin ve 1sokuerstin hidrolizinden
kaynaklanmaktadir. Kamferol glikozitin hidrolizi ile de kamferol miktarinda artis

gbzlenmektedir.

5.1.4. Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin etkisi

Coziict ekstraksiyonu bitkilerde bulunan flavonoid ve fenolik asitler i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fenolik bilesikler genellikle polar o6zellik gosterdiklerinden
ekstraksiyon metodunda en ¢ok kullanilan ¢oziiciiler su, metanol, etil asetat, aseton ve
bunlarin farkli asitli veya asitsiz karigimlaridir. Bitkilerde bulunan fenolik maddelerin
ekstraksiyon verimleri, bu fenolik maddelerin kullanilan ¢6ziiciilerdeki ¢oziiniirliigline
baglidir. Bu nedenle fenolik maddelerin ekstraksiyonu icin standart bir metot yoktur.
(Dai ve Mumper 2010). Ayrica asidik hidroliz metodunda glikozit baglar1 pargalandigi
icin serbest fenolik maddelerde aciga ¢ikmaktadir. Yabani meyve tiirlerinde bulunan
fenolik maddelerin ekstraksiyon islemi sirasinda su, metanol, etanol, %50 su-metanol
(V/v), %50 su-etanol (v/v) ve bunlarin asidik karisimlar1 kullanilmistir. Su, metanol ve
etanol i¢in bilinen polarite indeksleri sirasiyla 9,0, 6,6 ve 5,2 dir. Fenolik maddelerin
ekstraksiyonu icin c¢oziiciilerin etkisi karsilastirilmistir. Sonuglara bakildiginda ve
literatiir bilgisi goézoniine alindiginda (Dai ve Mumper 2010) ¢oziicii polaritesinin
fenolik maddelerin ekstraksiyon verimi {izerinde etkili oldugu anlasilmaktadir.

Ekstraksiyon isleminde metanol kullanildiginda yiliksek miktarlarda fenolik maddelerin
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ekstrakte edildigi goriilmektedir. Alkol ile hazirlanan ekstraktlarin su ile hazirlanan
ekstraktlardan daha yiiksek miktarda polifenol igerdigi bilinmektedir. Bu durum
alkollerin bitki hiicre duvarlarindan polifenollerin daha kolay ayrilmalarinin saglandigi
ile aciklanmaktadir (Tiwari ve ark. 2011). Ayrica diisiik molekiil agirlikli polifenollerin
(flavonlar, polifenoller, antosiyaninler) ekstraksiyonunda metanoliin genel olarak daha
verimli oldugu bulunmustur (Dai ve Mumper 2010, Tiwari ve ark. 2011). Toplam fenol
igerigine bakilinca asidik hidrolizin genel olarak ¢ozgen ekstraksiyonuna gore daha
yiiksek fenol icerdigi anlagilmaktadir. Fenolik madde miktarlarina bakilinca metanol
asit, asidik hidroliz metodu i¢in en uygun ¢oziiciidiir. Ekstraksiyon teknikleri agisindan
degerlendirildiginde ise ultrasonik ekstrasiyonun tiim yabani meyve tiirleri i¢in ¢oziicli
ekstraksiyonundan daha verimli oldugu goriilmektedir. Ultrasonik ekstraksiyon sistemi
ucuz, hizli, basit ve verimli olmasi nedeniyle klasik ekstraksiyon tekniklerine iyi bir

alternatif olmaktadir.

5.1.5. Analitik yontem gecerliligi (validasyonu)

Yabani meyve tiirlerindeki fenolik bilesiklerin derisimlerinin tayinlerinde analitik
parametreler agisindan uygulanan metodun gegerliliginde, mevcut fenolik bilesiklere ait
LOD (3s/m), LOQ (10s/m) ve % geri kazanim degerleri (Cizelge 4.1.6.1) sirasiyla 0,1-
0,28 mg/L ve LOQ 0,32-0,86 mg/L araliginda degismektedir. Fenolik bilesiklerin
ortalama geri kazanim degerleri; ekstraksiyon metodu i¢in %82+2 (rutin)-102+3 (gallik
asit) ve asidik hidroliz metodu igin %71+1 (rutin)-103+2 (ferulik asit) bulunmustur.
Yabani meyve tiirlerinde ekstraksiyon metodu i¢in en diisiik geri kazanim degeri %8242
rutine ait iken asidik hidroliz metodu i¢in de %71+1 ve %73+4 kamferol glikozite aittir.
Rutin ve kamferol glikozidik yapida oldugu i¢in asidik hidroliz metodunda yapisi
parcalanmaktadir. Bu nedenle asidik hidroliz metodu i¢in bulunan geri kazanim degeri
ekstraksiyon metodu i¢in bulunan geri kazanim degerinden kiigiiktiir. Bununla birlikte
flavonoid ekstraksiyonu i¢in en uygun metot asidik hidrolizdir [%71£1 (rutin), %73+4
(kamferol glikozit), %76+1 (siyanidin glikozit), %7742 (siyanidin rutinosit)] . Yabani
meyve tirlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 hesaplanirken geri kazanim

degerleri dikkate alinmistir.
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5.2. Spektroskopik Yontemler
5.2.1. Toplam fenol ve toplam flavonoid tayin sonuglari

Bu ¢alismada; Sorbus domestica L., Sorbus torminalis L., Prunus divaricata Ledeb.
subsp. divaricata, Prunus spinosa L., ve Diospyros lotus L. tiirlerinin farkli polaritedeki
¢ozgen ekstraktlarinin toplam fenol ile toplam flavonoid sonuglar1 elde edilmistir ve
farkli ekstraksiyon teknikleri karsilastirilmistir. Hazirlanan ekstraktlarin toplam fenol ve
toplam flavonoid degerleri karsilastirildiginda (Sekil 4.2.1.1-4.2.2.5) en yiiksek degerin
metanol ekstraktinda bulundugu tespit edilmistir. Bu sonug, yabani meyve tiirlerinin
icerdigi fenolik bilesiklerin metanol ile daha fazla ¢oziinerek ekstrakte edilebildigini ve
ekstrakte edilen fenoliklerin uygulanan tayin metodunda ol¢iilebildigi ile agiklanabilir.
Toplam fenol degerleri ¢oziicli ekstraksiyonlari i¢in 11-83 mg gallik asit/100g 6rnek,
asidik hidroliz i¢in 18-116 mg gallik asit/100g 6rnek olarak degisim gostermektedir
(Sekil 4.2.1.1-4.2.1.5). Prunus L. tiirleri icerisinde P. spinosa L. tiirii P. divaricata
Ledeb. subsp. divaricata tiiriine gore daha yiiksek toplam fenol ve toplam flavonoid
degerine sahiptir. Sorbus L. tirlerinin toplam fenol degerleri ve toplam flavonoid
degerleri arasinda ise ¢ok biiyiik farklar goriilmemistir. S. domestica L. tiiriinde toplam
fenol degeri 14,35-58,07 mg gallik asit/100 g 6rnek, toplam flavonoid degeri ise 3,68-
59,88 mg (+) katesin/100 g ornek araliginda degisim gostermektedir. S. torminalis L.
tiirlinde ise bu degerler toplam fenol i¢in 13,03-93,26 mg gallik asit/100 g 6rnek toplam
flavanoid i¢in ise 3,03-88,56 mg (+) katesin/100 g 6rnek dir. Toplam flavonoid miktari
yabani meyve tiirlerinde ¢6ziicii ekstraksiyonlari i¢in 10,44-1119,73 mg (+) katesin/100
g ornek, asidik hidroliz i¢in 21,66-149,02 mg (+) katesin/100 g oOrnek araliinda
bulunmustur. Yabani meyve tiirleri i¢in asidik hidroliz ile yapilan ¢6ziicii ekstraktlarinin
toplam fenol ve toplam flavonoid degerleri hidroliz edilmeden elde edilen ¢oziicii
ekstraktlar1 degerlerinden yiiksek bulunmustur. Bu da meyvenin yapisinda bulunan
flavonoid glikozitlerinin asidik hidroliz ile serbest hale gectigi, toplam fenol ve toplam
flavonoid degerlerinin hem serbest halde bulunan hem de glikozitlerin hidrolizinden
gelen fenolik maddelerden kaynaklandigi sonucunu ortaya ¢ikarmustir. S. torminalis L.,
D. lotus L. ve P. spinosa L. igin tayin edilen toplam fenol ve toplam flavonoid miktar1
literatiirde belirtilen degerlerden daha disiiktiir (Ebrahimzadeh ve ark. 2008, Ewa Jab
tonska-Rys ve ark. 2009, Gao ve ark. 2014, Ruiz-Rodriguez ve ark. 2014, Veli¢kovic¢
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verak. 2014, Hasbal ve ark. 2015). S. torminalis L. i¢in toplam fenol degeri 13,03+0,71-
93,264+4,53 mg gallik asit/100 g 6rnek (20,44 + 0,910 mg gallik asit/g ornek), toplam
flavonoid degeri 3,03+0,11-88,56+1,23 mg (+) katesin/100 g 6rnek (12,19 + 2,005 mg
katesin/g 6rnek), D. lotus L. igin toplam fenol degeri 5,90+0,10-43,05+1,21 mg gallik
asit/100 g 6rnek (10,50 £ 0,02 mg gallik asit/g kuru 6rnek), toplam flavonoid degeri
7,21+0,31-80,81+2,14 mg (+) katesin/100 g 6rnek (2,03 + 0,01 mg kuersetin/g kuru
ornek), P. spinosa L. igin toplam fenol degeri 19,76+1,01-116,144+5,23 mg gallik
asit/100 g ornek (402,67+12,44 mg gallik asit/100 g 6rnek), toplam flavonoid degeri
30,73+1,03-149,02+7,21 mg (+) katesin/100 g 6rnek (1,31+£0,17 mg kuersetin/g 6rnek)
olarak bulunmustur. Ekstraksiyon metotlarinin, meyvenin yetistigi ¢cevre (is1k, sicaklik
ve toprakta bulunan mineraller gibi) ve iklim kosullar1 farkliligi bitkinin miktarsal
iceriginde etkili olabilecegi soylenmektedir (Imeh ve Khokhar 2002). Elde edilen
toplam flavonoid sonuglarina bakildiginda, yabani meyve yapilarinda flavonoid
aglikonlarmin glikozitlerine oranla daha fazla olabilecegi de Ongoriilebilmektedir.
Yabani meyvelerde flavonoidler genellikle glikozitleri olarak bulunur ve uygulanan
asitli ekstraksiyon metoduyla aglikonlarina hidrolizlenebilir. Flavonoid aglikonlarinin
da metanolde daha fazla ¢oziindiigii belirtilmektedir (Hertog ve ark. 1992). Elde edilen
sonuglara gore ekstraksiyon metotlarinin toplam flavonoid igerigi degerlendirildiginde
metanol ekstraktinin diger ekstraktlardan daha yiliksek miktarda oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.6.2.1-4.6.2.5). Yabani meyve tiirlerinde bulunan glikozit yapilarinin uygulanan
asitli esktraksiyon metoduyla aglikonlarina hidrolizlenebildigi dolayisiyla metanol de
daha fazla ekstrakte edilebildikleri sonucuna varilmaktadir. Ekstraksiyon yontemleri
karsilastirildiginda ise ultrasonik ekstraksiyonun tiim yabani meyve tiirleri i¢in ¢oziicii

ekstraksiyonundan daha verimli oldugu g6zlenmektedir.

5.2.2. Antioksidan kapasite tayin sonuclari

Sorbus domestica L., Sorbus torminalis L., Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata,
Prunus spinosa L., ve Diospyros lotus L. tiirlerinin meyveleri, ABTS, CUPRAC ve
CHROMAC metotlar1 uygulanarak tayin edilen antioksidan kapasite degerleri troloks
esdegerinde (umol troloks/g 6rnek) hesaplanmistir ve bulunan degerler Cizelge 4.2.3.1-
Cizelge 4.2.3.5’de verilmistir. Prunus spinosa L. tiirinde ABTS metodu ile tayin edilen

antioksidan kapasite degeri ¢oziicii ekstraktinda 3,044+0,21-18,77+1,11 pmol troloks/ g
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ornek, ultrasonik ekstraktinda 6,35+0,55-22,09+1,23 araliginda degisim gostermektedir.
Prunus spinosa L. i¢in tayin edilen toplam fenol ve toplam flavanoid degerlerinin de
yiiksek olmasi antioksidan kapasite degerinin de yiiksek olabilecegini isaret etmektedir.
Ciinkii literatiirde de belirtildigi (Jab tonska-Rys ve ark. 2009, Loizzo ve rak. 2009, Gao
ve rak. 2014, Bhatt ve ark. 2017) gibi toplam fenol ve/veya toplam flavonid ile
antioksidan kapasite arasinda yiiksek pozitif korelasyon oldugu goriilmektedir.
Literatiirde ABTS metodu i¢in tayin edilen antioksidan kapasite degerlerinin 5,33+0,22
uM TE/g fw (Jabtonska-Ry$ ve ark. 2009), 7,64+0,74 mmol Trolox/100 g fw (Ruiz-
Rodriguez ve ark. 2013), DPPH metodu ig¢in ise 1,39 + 0.08 mmol of Trolox/ 100 g fw
(Ruiz-Rodriguez ve ark. 2013) oldugu belirtilmektedir. Calismamizda ise Prunus
divaricata Ledep.sups. divaricata tiirii igin 1,02+0,05-12,80+0,81 umol troloks/ g 6rnek
bulunmusken DPPH metodu ile 21,25 + 1,54 (%) degeri bulundugu belirtilmistir
(Motamed ve Naghibi 2010). Yapilan bagka bir ¢alismada ise ABTS ve DPPH metotlar1
arasinda yiiksek pozitif korelasyon oldugu da bulunmustur (Hasbal ve ark. 2015).
Literatiir caligmalar1 ve elde edilen sonuglar degerlendirildiginde uygulanan bir tek bir
metodunun tayin edilen materyalin antioksidan kapasite degerini tam olarak yansittigi
sOylenemez. Metotlar; 6l¢iim prensipleri, deneysel kosullar ve reaksiyon verebildikleri
fenolik madde gruplarina gore degisim gostermektedirler. Dolayisiyla antioksidan
kapasitesi tayin edilmek istenen materyalin tek bir metotla degil en az iki metotla
kapasite degerinin belirlenmesi tahmin edilen deger icin daha dogru sonug verebilir
(Huang ve ark. 2005, Prior ve ark. 2005). Elektron transfer yontemine dayanan ABTS,
DPPH, CUPRAC ve CHROMAC antioksidan kapasite tayin metotlarinn ayn1 materyal
tizerinde istatistiksel olarak uyumlu sonuglar verebildikleri ve aralarinda pozitif
korelasyon oldugu goriilmektedir (Isik ve ark. 2013, Hasbal ve ark. 2015). S. domestica
L. ve S. torminalis L. tiirlerinin meyvelerindeki antioksidan kapasite degerleri
karsilagtirildiginda S. torminalis L. tiirtiniin daha yiiksek antioksidan kapasite degerine
sahip oldugu Cizelge 4.2.3.1 ve Cizelge 4.2.3.2’de goriilmektedir. Bu sonug tayin edilen
fenolik madde, toplam fenol ve toplam flavonoid igerikleri ac¢isindan
degerlendirildiginde daha yiiksek antioksidan kapasite degerine sahip olabilecegini
gostermektedir. S. domestica L. tiiriiniin antioksidan kapasite degeri ABTS metodu i¢in
1,08+0,09-5,87+0,45 umol troloks/ g ornek, CUPRAC metodu i¢in 1,04+0,08-
5,9040,44 pumol troloks/ g 6rnek ve CHROMAC metodu igin ise 0,98+0,04-5,81+0,32
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araliginda degisim gostermektedir. Sorbus dometica L. ile yapilan ¢alismada DPPH
metodu uygulanmis ve 6.29 £ 0.20 mg antioxidant/mg DPPH' antioksidan kapasite
degerine sahip oldugu bulunmustur (Termentzi ve ark. 2006). Sorbus torminalis L.
tiirliniin antioksidan kapasite degeri ise 1,1440,10-4,66+0,34 pumol troloks/ g 6rnek
araliginda degisim gostermektedir. Literatiirle karsilagtirildiginda ise farkli ¢oziiciilerde
ABTS metodu ile 1.37 = 0.051 mM ve 0.50 £ 0.084 mM, DPPH metodu ile 0.85 +
0.019 mM, 0.19 £ 0.052 mM oldugu bulunmustur (Hasbal ve ark. 2015). Diospyros
lotus L. tiirtiniin tayin edilen antioksidan kapasite degerleri Cizelge 4.2.3.5’de
verilmektedir ve bu degerler literatiir ile farklilik gostermektedir. ABTS metodu ile
yapilan g¢alismada Diospyros lotus L. tiirii i¢in antioksidan kapasite degeri TEAC
birimiyle 0,36+0,01 bulunurken DPPH metodu uygulandiginda 72,6£1,5 IC50 pg/mL
(Loizzo ve ark. 2009), 86,3+0,99 pg/mL ve 201,0+1,02 pg/mL olarak bulunmustur (Gao
ve ark. 2014). Bu sonuglar caligilan cesitlerin farkli zamanlarda hasat edilmesi,
yetistirilen bolgenin iklimsel degisikliklerinin sebep oldugu miktarsal farkliliklar,
ekstraksiyon metotlarinin ve kullanilan standartlarin farkliligi ile agiklanmaktadir (Imeh
and Khokhar 2002). Literatiirde yabani meyve tiirlerinde ABTS DPPH ve FRAP
metotlari ile yapilan ¢alismalar mevcut iken CUPRAC ya da CHROMAC metodu ile
yapilan antioksidan kapasite tayin ¢alismalarina rastlanmamistir (Termentzi ve ark.
2006, Loizzo ve ark. 2009, Gao ve ark. 2014, Hasbal ve ark. 2015). Ekstraksiyon
coziiciilerinin antioksidan kapasite degerleri karsilagtirildiginda, metanol ekstraktlarinin
su ekstraktlarindan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2.3.1-
4.2.3.5) Flavonoid glikozitlerin suda, hidrolizle serbest hale gegen ya da serbest halde
bulunan aglikonlarin ise metanolde daha fazla ¢oziindiigi literatiirde belirtilmektedir
(Hertog ve ark. 1992). Ayrica glikozit yapilar sterik etki nedeniyle aglikon yapilarindan
daha diisiik antioksidan kapasite degerine sahiptir. Calismada uygulanan asitli su
ekstraksiyonunda flavonoid glikozitlerin bulunmasi ve hidrolizle serbest kalan
aglikonlarin suda fazla ekstrakte edilememesi Olgiilen kapasite degerinin diisiik
olmasima sebep olabilmektedir. Ekstraksiyon teknikleri agisindan degerlendirildiginde
ise ultrasonik ekstraksiyonun tiim yabani meyve tiirleri i¢in ¢6ziicli ekstraksiyonundan
daha verimli oldugu gozlenmektedir. Ultrasonik ekstraksiyon sistemi; ucuz, hizli, basit

ve verimli olmas1 nedeniyle klasik ekstraksiyon tekniklerine iyi bir alternatif olacaktir.
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5.2.3. Istatistiksel analiz sonuglari

Sorbus domestica L., Sorbus torminalis L., Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata,
Prunus spinosa L., ve Diospyros lotus L. tiirlerinin antioksidan kapasite degerlerinin
belirlenmesinde uygulanan metotlar arasindaki iliskiyi incelemek igin korelasyon
degerleri hesaplandi ve t testi uygulandi. D. lotus L. tiirii igcin ABTS, CUPRAC ve
CHROMAC metotlar1 arasindaki korelasyon degerleri Cizelge 5.2.3.1a, Cizelge
5.2.3.1b’de ve t testi sonuglari ise Cizelge 5.2.3.2a-5.2.3.2d’de verilmistir.

Cizelge 5.2.3.1a. Diospyros lotus L. i¢in ultrasonik ekstraktlarinda antioksidan kapasite
(umol troloks/g 6rnek) metodlar1 arasindaki iligki

ABTS CUPRAC CHROMAC
ABTS 1
CUPRAC 0,85 1,00
CHROMAC 0,88 0,94 1,00

Cizelge 5.2.3.1b. Diospyros lotus L. igin ¢oziicii ekstraktlarinda antioksidan kapasite
(umol troloks/g 6rnek) metodlar: arasindaki iligki

ABTS CUPRAC CHROMAC
ABTS 1
CUPRAC 0,69 1,00
CHROMAC 0,82 0,54 1,00

Cizelge 5.2.3.2a. Diospyros lotus L. icin ultrasonik ekstraktlarinda ABTS ve
CHROMAC antioksidan kapasite (umol troloks/g 6rnek) metodlari arasina uygulanan t
testi sonuglart (%95)

t-Test: Ortalamalar I¢in iki Ornek  ABTS-CHROMAC

Ultrasonik ABTS Ultrasonik CHROMAC
Ortalama 3,965291525 4,474262912
Varyans 0,77655671 1,080852124
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,883591257
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat -3,296451932
P(T<=t) tek-u¢lu 0,004641147
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,009282294
t Kritik iki-uglu 2,262157158
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Cizelge 5.2.3.2b. Diospyros lotus L. igin ¢oziicii ekstraktlarinda ABTS ve CHROMAC
antioksidan kapasite (umol troloks/g Ornek) metodlart arasina uygulanan t testi

sonuglari (%95)

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek

ABTS-CHROMAC

Coziici ABTS Coziici CHROMAC
Ortalama 3,802904912 3,658101283
Varyans 0,411806524 0,49677659
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,821465724
Ongobriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 1,12564424
P(T<=t) tek-uglu 0,144718337
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,289436674
t Kritik iki-uglu 2,262157158

Cizelge 5.2.3.2c. Diospyros lotus L. i¢in ultrasonik ekstraktlarinda CUPRAC ve
CHROMAC antioksidan kapasite (umol troloks/g 6rnek) metodlari arasina uygulanan t

testi sonuglart (%95)

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek CUPRAC-CHROMAC

Ultrasonik
Ultrasonik CUPRAC CHROMAC
Ortalama 4,498437458 4,474262912
Varyans 1,353032574 1,080852124
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,935004929
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 0,184080503
P(T<=t) tek-u¢lu 0,42901555
t Kritik tek-u¢lu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,858031099
t Kritik iki-uglu 2,262157158




Cizelge 5.2.3.2d. Diospyros lotus L. i¢in ultrasonik ekstraktlarinda CUPRAC ve
CHROMAC antioksidan kapasite (umol troloks/g 6rnek) metodlar1 arasina uygulanan t
testi sonuglart (%95)

t-Test: Ortalamalar i¢in Iki Ornek CUPRAC-CHROMAC

Coziicii CUPRAC Coziici CHROMAC
Ortalama 4,141 3,658101283
Varyans 1,748298889 0,49677659
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,544175975
Ongoriilen Ortalama Fark1 0
df 9
t Stat 1,376458318
P(T<=t) tek-uglu 0,100976808
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-u¢lu 0,201953617
t Kritik iki-uglu 2,262157158

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde ABTS, CUPRAC ve CHROMAC
metotlar1 arasinda yiiksek korelasyon oldugu ve antioksidan kapasite sonuglar1 arasinda

fark olmadig goriilmektedir.

Tiirkiye ¢esitli cografi oOzellikleri ve cografi farkliigin getirdigi iklim cesitliligi
nedeniyle diinyada benzerine az rastlanan bir bitki ¢esitliligine, 3 bini agkin endemik, 10
bin civarinda bitki tiiriine sahiptir. Dogal antioksidanlarin saglik agisindan daha yararl
oldugu diisiincesi tiiketicilerin tercihini her gegen giin bu yone daha ¢ok ¢ekmektedir.
Yeryiiziinde genis dagilim gosteren ve dogal antioksidanlar bakimindan zengin olan
bitkilerden bu bilesiklerin besin olarak alinmasiyla fitokimyasallarin sinerjist etkileri
antioksidan aktiviteyi artirabilmekte ve saglik acisindan 6nemli derecede faydali olmaktadir.
Ayrica antioksidan maddelerin ekstrakte edilerek gida katki maddesi ya da koruyucu
olarak kullanilmasi gittikge 6nem kazanan bir konu haline gelmistir. Yasam kalitesini
arttiran ve/veya tyilestiren tirlinlerin sektore katkisi olacagi agiktir. Bu kapsamda yasam
kalitesini artiran dogal iiriinlerin igeriginin ve ¢esitli hastaliklara karsi kullanilabilirliginin
aragtirtlmast 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda da yeni arastirmalara temel

olusturabilecek bir ¢alismadir.

Antioksidanlarin ¢ok ve ¢esitli olusu, sebze ve meyve matrikslerinden ayrilmalarini ve

bireysel kantitatif tayinlerini gliglestirmektedir. Ayrica antioksidanlarin esgiidiim i¢inde
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davranarak birbirlerinin etkisini arttirmalar1 da s6z konusudur. Bu nedenle, toplam
antioksidan diizeyini dogrudan bitkisel ekstraktlarda ve biyolojik sivilarda dlgebilecek

giivenilir metotlara ihtiyag vardir.

Tez kapsaminda gida, saglik ve c¢evre alanlarinda kullanilan dirlinlerin toplam
antioksidan diizeylerini belirlemek i¢in Cr (VI) antioksidan kapasite (CHROMAC)
metodu gelistirilmistir (Isik ve ark. 2013). Bu metot hidrofilik ve lipofilik maddelerin
antioksidan 6zelligini dogrudan 6l¢mek i¢in duyarlt bir metottur. CHROMAC metodu,
flavonoid glikozitlerin hidroliz oldugu asidik ortam ve antioksidan maddelerin sindirim
sisteminde bulundugu sartlarda antioksidan kapasite tayinini saglar. Metodun
uygulanmasi diger metotlara gére daha kisadir ve maliyeti diisiiktiir, ayn1 zamanda
literatiirde yaygin olarak kullanilan antioksidan kapasite metotlarina da alternatif

olabilecek niteliktedir.
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EK1

EK 2

EK3
EK4

EK5

EK6

EKLER

Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L., Prunus
divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., tiirii yabani
meyvelerin antioksidan kapasite degerlerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi

Degisen pH degerleri i¢in Cr(VI)’nin indirgenme potansiyelinin
Nernst Esitligi dikkate alinarak hesaplanmasi

Tez calismasi siiresince yapilan bilimsel faaliyetler

Farklt hidroliz teknikleri uygulanarak yabani meyve tiirlerinde
bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 (mg/kg 6rnek)

Toplam fenol, toplam flavonoid ve antioksidan kapasite miktarlar
tayininde kullanilan kalibrasyon grafikleri

Patent bilgileri
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EK 1 Sorbus torminalis L., Sorbus domestica L., Prunus spinosa L., Prunus
divaricata Ledeb.subsp. divaricata., Diospyros lotus L., tiirii yabani meyvelerin
antioksidan kapasite degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Prunus spinosa L. tiirii icin korelasyon ve t testi degerleri

Prunus spinosa L.

Ultrasonik ekstraksiyon Céoziicii ekstraksiyonu
ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC
Ultrasonik ABTS 1
Ultrasonik CUPRAC 0,99 1,00
Ultrasonik CHROMAC 1,00 0,99 1,00
Coziicii ABTS 0,97 0,98 0,96 1,00
Coziici CUPRAC 0,98 0,97 0,97 0,99 1,00
Coziici CHROMAC 0,96 0,98 0,95 0,99 0,98 1

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek ABTS-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik ABTS Ultrasonik CHROMAC
Ortalama 13,00871932 12,833
Varyans 24,27070636 23,53509
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,997810484
Ongodriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 1,672992579
P(T<=t) tek-u¢lu 0,064328717
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,128657434
t Kritik iki-uglu 2,262157158

t-Test: Ortalamalar I¢in ki Ornek CUPRAC-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik ABTS Ultrasonik CHROMAC
Ortalama 13,19082851 12,833
Varyans 25,7593933 23,53509
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,986573491
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 1,341596091
P(T<=t) tek-u¢lu 0,106296916
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-u¢lu 0,212593833
t Kritik iki-uglu 2,262157158
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t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek

ABTS-CHROMAC Coziicii

Coziici ABTS Coziici CHROMAC

Ortalama 10,63461353 10,28376909
Varyans 37,16582283 35,59516656
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,994870965
Ongobriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 1,776430525
P(T<=t) tek-uglu 0,054695467
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,109390933
t Kritik iki-uglu 2,262157158
t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek CUPRAC-CHROMAC Coziicii

Coziici CUPRAC Coziici CHROMAC
Ortalama 10,81696304 10,28376909
Varyans 29,12887872 35,59516656
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,982731132
Ongpriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 1,407075433
P(T<=t) tek-uglu 0,096493785
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,19298757
t Kritik iki-uglu 2,262157158

Prunus divaricata Ledeb. subsp. divaricata tiirii i¢cin korelasyon ve t testi degerleri

Prunus divaricata Ledep. sups. divaricata

Ultrasonik ekstraksiyon

Coziicii ekstraksiyonu

ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC
Ultrasonik ABTS 1
Ultrasonik CUPRAC 0,98 1,00
Ultrasonik CHROMAC 0,98 0,94 1,00
Coziicii ABTS 0,77 0,74 0,80
Coziicii CUPRAC 0,63 0,66 0,63 1,00
Coziicii CHROMAC 0,76 0,78 0,76 0,97 1
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t-Test: Ortalamalar I¢in Tki Ornek

ABTS-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik ABTS

Ultrasonik CHROMAC

Ortalama 6,012041738 5,824668868
Varyans 14,86378851 10,21665372
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,980079747

Ongoriilen Ortalama Fark1 0

df 9

t Stat 0,615995115

P(T<=t) tek-uglu 0,276577888

t Kritik tek-uglu 1,833112923

P(T<=t) iki-uglu 0,553155776

t Kritik iki-uglu 2,262157158

t-Test: Ortalamalar I¢in ki Ornek CUPRAC-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik CUPRAC Ultrasonik CHROMAC
Ortalama 5,764424189 5,824668868
Varyans 7,68109808 10,21665372
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,965101482
Ongpriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat -0,213154314
P(T<=t) tek-u¢lu 0,417978334
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,835956669
t Kritik iki-uglu 2,262157158

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek

ABTS-CHROMAC Céziicii

Coziicii ABTS Coziici CHROMAC
Ortalama 5,249187057 4,827729249
Varyans 13,23776935 6,402450608
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,965880086
Ongpriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 0,978272612
P(T<=t) tek-uglu 0,176750769
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,353501537
t Kritik iki-uglu 2,262157158
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t-Test: Ortalamalar I¢in ki Ornek CUPRAC-CHROMAC Céziicii

Coziici CUPRAC Coziici CHROMAC
Ortalama 4,743130597 4,827729249
Varyans 5,347291891 6,402450608
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,969420055
Ongoriilen Ortalama Fark1 0
df 9
t Stat -0,420203601
P(T<=t) tek-uglu 0,342095612
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,684191225
t Kritik iki-uglu 2,262157158

Sorbus domestica L. tiirii icin korelasyon ve t testi degerleri

Sorbus domestica L.

Ultrasonik ekstraksiyon Coziicii ekstraksiyonu

ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC
Ultrasonik ABTS 1
Ultrasonik CUPRAC 0,98 1,00
Ultrasonik CHROMAC 0,96 0,98 1,00
Coziicii ABTS 0,98 0,99 0,98 1,00
Coziicii CUPRAC 0,98 0,99 0,98 1,00 1,00
Coziici CHROMAC 0,92 0,95 0,97 0,97 0,98 1,00

t-Test: Ortalamalar I¢in ki Ornek

ABTS-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik ABTS

Ultrasonik CHROMAC

Ortalama

Varyans

Gozlem

Pearson Korelasyonu
Ongpriilen Ortalama Farki
df

t Stat

P(T<=t) tek-uglu

t Kritik tek-uglu
P(T<=t) iki-uglu

t Kritik iki-uglu

3,361160385
2,543660519
10
0,959152077
0
9
-1,417361127
0,095026653
1,833112923
0,190053306
2,262157158

3,564212672
2,466960672
10
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t-Test: Ortalamalar Icin Tki Ornek

CUPRAC-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik CUPRAC

Ultrasonik CHROMAC

Ortalama 3,465153617 3,564212672
Varyans 2,973241857 2,466960672
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,975482794
Ongoriilen Ortalama Fark1 0
df 9
t Stat -0,792069623
P(T<=t) tek-uglu 0,224346366
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,448692733
t Kritik iki-uglu 2,262157158
t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek ABTS-CHROMAC Céziicii

Cozici ABTS Cozicii CHROMAC
Ortalama 2,816280026 3,05583357
Varyans 2,70305755 3,377380398
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,971951456
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat -1,665002476
P(T<=t) tek-u¢lu 0,065133888
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,130267775
t Kritik iki-uglu 2,262157158

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek CUPRAC-CHROMAC Coziicii

Coziici CUPRAC Coziicii CHROMAC
Ortalama 2,931962714 3,05583357
Varyans 2,579198782 3,377380398
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,976470904
Ongpriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat -0,892545703
P(T<=t) tek-uglu 0,197669031
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,395338062
t Kritik iki-uglu 2,262157158
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Sorbus torminalis L. tiirii icin korelasyon ve t testi degerleri

Sorbus torminalis L.

Ultrasonik ekstraksiyon

Coziicii ekstraksiyonu

Ultrasonik ABTS
Ultrasonik CUPRAC
Ultrasonik CHROMAC
Coziicii ABTS

Coziici CUPRAC
Coziici CHROMAC

ABTS

1
0,94
0,96
0,89
0,83
0,89

CUPRAC CHROMAC

1,00
0,97
0,93
0,89
0,90

1,00
0,91
0,89
0,93

ABTS CUPRAC CHROMAC
1,00

0,91 1,00

0,89 0,95 1

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek

ABTS-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik ABTS

Ultrasonik CHROMAC

Ortalama

Varyans

Gozlem

Pearson Korelasyonu
Ongpriilen Ortalama Farki
df

t Stat

P(T<=t) tek-uglu

t Kritik tek-uglu
P(T<=t) iki-uglu

t Kritik iki-uglu

4,19698544
3,452975257
10
0,960147283
0
9
-1,12130224
0,14559246
1,833112923
0,291184921
2,262157158

4,384866276
2,819778896
10

t-Test: Ortalamalar I¢in ki Ornek

CUPRAC-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik CUPRAC

Ultrasonik CHROMAC

Ortalama

Varyans

Gozlem

Pearson Korelasyonu
Ongpriilen Ortalama Farki
df

t Stat

P(T<=t) tek-uglu

t Kritik tek-uglu
P(T<=t) iki-uglu

t Kritik iki-uglu

4,453262393
3,84610991
10
0,970800798
0
9
0,414863015
0,34397839
1,833112923
0,68795678
2,262157158

4,384866276
2,819778896
10
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t-Test: Ortalamalar Icin Tki Ornek

ABTS-CHROMAC Céziicii

Cozicii ABTS Coziici CHROMAC
Ortalama 3,410660136 3,483
Varyans 2,021577242 1,76329
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,890873778
Ongoriilen Ortalama Fark1 0
df 9
t Stat -0,352609527
P(T<=t) tek-uglu 0,366248974
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,732497948

t Kritik iki-uglu

2,262157158

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek

CUPRAC-CHROMAC Coziicii

Céziicii CUPRAC

Céziicii CHROMAC

Ortalama

Varyans

Gozlem

Pearson Korelasyonu
Ongoriilen Ortalama Farki
df

t Stat

P(T<=t) tek-u¢lu

t Kritik tek-uglu
P(T<=t) iki-uglu

t Kritik iki-uglu

3,639067045
1,984335382
10
0,950788217
0

9
1,130354348
0,143774801
1,833112923
0,287549602
2,262157158

3,483
1,76329
10

Diospyros lotus L. tiirii icin korelasyon ve t testi degerleri

Diospyros lotus L.

Ultrasonik ekstraksiyon Coziicii ekstraksiyonu

ABTS CUPRAC CHROMAC ABTS CUPRAC CHROMAC

Ultrasonik ABTS 1

Ultrasonik CUPRAC 0,94 1,00

Ultrasonik CHROMAC 0,96 0,97 1,00

Coziicii ABTS 0,89 0,93 0,91 1,00

Coziicii CUPRAC 0,83 0,89 0,89 0,91 1,00

Coziici CHROMAC 0,89 0,90 0,93 0,89 0,95 1
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t-Test: Ortalamalar Icin Tki Ornek

ABTS-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik ABTS

Ultrasonik CHROMAC

Ortalama

Varyans

Gozlem

Pearson Korelasyonu
Ongoriilen Ortalama Fark1
df

t Stat

P(T<=t) tek-uglu

t Kritik tek-uglu
P(T<=t) iki-uglu

t Kritik iki-uglu

3,965291525
0,77655671
10
0,883591257
0
9
-3,296451932
0,004641147
1,833112923
0,009282294
2,262157158

4,474262912
1,080852124
10

t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek

CUPRAC-CHROMAC Ultrasonik

Ultrasonik CUPRAC

Ultrasonik CHROMAC

Ortalama 4,498437458 4,474262912
Varyans 1,353032574 1,080852124
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,935004929
Ongoriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 0,184080503
P(T<=t) tek-u¢lu 0,42901555
t Kritik tek-uclu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,858031099
t Kritik iki-uglu 2,262157158
t-Test: Ortalamalar I¢in Iki Ornek ABTS-CHROMAC Céziicii
Cozicii ABTS Cozici CHROMAC
Ortalama 3,802904912 3,658101283
Varyans 0,411806524 0,49677659
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,821465724
Ongpriilen Ortalama Farki 0
df 9
t Stat 1,12564424

P(T<=t) tek-u¢lu
t Kritik tek-uglu
P(T<=t) iki-uglu
t Kritik iki-uglu

0,144718337
1,833112923
0,289436674
2,262157158
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t-Test: Ortalamalar Icin Tki Ornek

CUPRAC-CHROMAC Céziicii

Coziici CUPRAC Coziici CHROMAC
Ortalama 4,141 3,658101283
Varyans 1,748298889 0,49677659
Gozlem 10 10
Pearson Korelasyonu 0,544175975
Ongoriilen Ortalama Fark1 0
df 9
t Stat 1,376458318
P(T<=t) tek-uglu 0,100976808
t Kritik tek-uglu 1,833112923
P(T<=t) iki-uglu 0,201953617

t Kritik iki-uglu

2,262157158
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EK 2 Degisen pH degerleri icin Cr(VI)’nin indirgenme potansiyelinin Nernst
Esitligi dikkate alinarak hesaplanmasi

0,05916 [Cr+3]?

Brere=? = =6 18 [(Cr,0,) 2T
pH=2,5 pH=2,6
E’=1,33V E’=1,33 V
[H*]=3,16x10°M [H*]=2,51x10°M
[CrT3]=1M [Cr*3]=1M
[((Cry,0,)7%)]=1M [((€r,0,)7%)]=1M
B =133 0,05916 o8 [1]2 By =133 0,05916 og [1]2

u 6 1x [3,16 x 10-3]14 6 1x[2,51 x 10-3]1#
Eniere=0,98 V Ericere=0,97 V
pH=2,7 pH=2,8
E’=133V E’=1,33 V
[H*]=1,99x10°*M [H*]=1,58x10°M
[Cr*3]= 1M [Cr*3]= 1M
[((cr,0,)™)]= 1M [((cr,0,)™))]=1M
Eyo = 133 0,05916 o8 [1]2 Eye =133 0,05916 o8 [1]2
6 1x [1,99 x 10-3]14 ucre 6 1 x [1,58 x 10-3]14
Eriere=0,96 V Eniere=0,95 V
pH=2,9
E’=1,33 V
[H*]=1,25%10*M
[Cr*3]=1M
[((cr,0,)™)]=1M
Eyo =133 0,05916 og [1]2
6 1 x [1,25 x 10-3]14

EHiicre:O ’ 93 \Y
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11.
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14.

15.

EK 3 Tez calismasi siiresince yapilan bilimsel faaliyetler

Cansev, M., Orhan, F., Yaylagiil, E.O., Isik, E., Tirkyilmaz, M., Aydin, S., Gliimiis, A.,
Seving, C., Coskun, N., Ulus, I.H., Wurtman, R.J. 2015. Evidence for the existence of
pyrimidinergic transmission in rat brain. Neuropharmacology, 91:77-86.

Isik, E., Sahin, S., Demir, C. 2013. Development of a new chromium reducing
antioxidant capacity (CHROMAC) assay for plants and fruits. Talanta, 111: 119-124.
(Antioksidan Kapasite Tayini Yontemi baslikli 2013/06324 numarali patent bagvurusu,
bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar dogrultusunda yapilmistir. Patent Basvuru
tarihi: 28 Mayis 2013. Antioksidan Kapasite Tayini Yontemi Tiirkiye TR 2013 06324
B).

Aybastier, O., Isik, E., Sahin, S., Demir, C. 2013. Optimization of Ultrasonic-Assisted
Extraction of Antioxidant Compounds from Blackberry Leaves Using Response Surface
Methodology. Industrial Crops and Products, 44, 558— 565.

Sahin, S., Aybastier, O., Isik, E. 2013. Optimisation of ultrasonic-assisted extraction of
antioxidant compounds from Artemisia absinthium using response surface
methodology. Food Chemistry, 141:1361-1368.
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Universitesi Bilim ve Teknoloji Haftasi, 11-13 Mart 2013, Bursa.
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Analytical Chemistry, 10-14 September 2013, Trabzon, Turkey.
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Ulusal Analitik Kimya Kongresi, 3-7 Eyliil 2012, Hatay.

Isik E., Aybastier O., Demir C., Antioksidan Ozellige Sahip Rutin’in Ultrasonik
Enzimatik Hidroliz Kosullarmin Optimizasyonu, VI. Ulusal Analitik Kimya Kongresi,
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Isik E., Sahin S., Demir C., Determination of Phenolic Compounds n Laurus Nobilis L.
with Different Extraction and Hydrolysis Methods, 3rd PAK-TURK Conference on
Chemical Sciences 13-15 September 2012, Bursa.

E. Isik, S. Sahin, C. Demir, The Acidic Hydrolysis of Some Hydroxycinnamic Acid
Derivatives, 8th Aegean Analytical Chemistry Days Izmir, TURKIYE 16-20 September
2012.

The Acidic Hydrolysis Mechanism of Phenolic Compounds, Demir C., Sahin S., Isik E.,
8th Aegean Analytical Chemistry Days izmir, TURKIYE 16-20 September 2012.
CHROMAC Yéntemiyle Dogal Uriinlerde Antioksidan Kapasite Tayini, C.Demir, E.
Isik, S. Sahin, V1. Ulusal Analitik Kimya Kongresi, 3-7 Eyliil 2012, Hatay.

The Effect of Extraction Methods on the Phenolic Content and Antioxidant Capacity of
Prunus L, Grown in Bursa (Turkey), E. Isik, S. Sahin, C. Demir, 8th Aegean Analytical
Chemistry Days Izmir, TURKIYE 16-20 September 2012.

Yabani Erigin Antioksidan Ozelliginin Arastirilmasi, E. Isik, S. Sahin, C. Demir, H.
Malyer, Uludag Universitesi 2, Bilgilendirme & Ar-ge Giinleri, 13-15 Kasim 2012,
Bursa.
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EK 4 Farkh hidroliz teknikleri uygulanarak yabani meyve tiirlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 (mg/kg 6rnek)

Ultrasonik ekstraksiyon Hidroliz teknigi KLA RA EA KA FA PKA RUTIN KUER 2-HDSA
Sorbus domestica L. Su ve enzim X X X X X X X X X
pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X
KLA KA RA EA RUTIN KAMGLK 2-HDSA KUER KAM
Sorbus torminalis L. Su ve enzim X X X X X X X X X
pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X
KLA KA FA PKA RUTIN KAMGLK  ISOKUER KUER KAM MR
Prunus spinosa L. Su ve enzim 1,82+0,06 1,21+0,08 X 2,6+0,14 0,09+0,04
pH=5 tampon ve enzim 1,65+0,06 1,10+0,07 X X X
Bazik hidroliz X X X X X X X X X X
Asidik-bazik hidroliz X X X X X X X X X X
KLA KA FA PKA RUTIN KAMGLK  ISOKUER KUER KAM MR
Prunus divaricata Ledep. Su ve enzim X X X X X X X X X X
sups. divaricata L. pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X X
GA KA RA EA RUTIN KAMGLK  ISOKUER KUER KAM MR KLA
Diospyros lotus L. Su ve enzim X X X X X X X X X X X
pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X X X
Coziicii ekstraksiyonu Hidroliz teknigi KLA RA EA KA FA PKA RUTIN KUER 2-HDSA
Sorbus domestica L. Su ve enzim X X X X X X X X X X X
pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X X X
KLA KA RA EA RUTIN KAMGLK 2-HDSA KUER KAM
Sorbus torminalis L. Su ve enzim X X X X X X X X X
pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X
KLA KA FA PKA RUTIN KAMGLK  ISOKUER KUER KAM MR
Prunus spinosa L. Su ve enzim X 6,34+0,32 X X 0,23+0,02 X X 0,80+0,03 X X
pH=5 tampon ve enzim X 4.21+0,28 X X 0,38+0,02 X X X X X
Bazik hidroliz X X X X X X X X X X
Asidik-bazik hidroliz X X X X X X X X X X
KLA KA FA PKA RUTIN KAMGLK  ISOKUER KUER KAM MR
Prunus divaricata Ledep. Su ve enzim X X X X X X X X X X
sups. divaricata L. pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X X
GA KA RA EA RUTIN KAMGLK  ISOKUER KUER KAM MR KLA
Diospyros lotus L. Su ve enzim X X X X X X X X X X X
pH=5 tampon ve enzim X X X X X X X X X X X
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EK 5 Toplam fenol, toplam flavonoid ve antioksidan kapasite miktarlari tayininde
kullanilan kalibrasyon grafikleri

£ 2 y=18417x+0.035 2,5 -
o R?=0.9996 y =0,0229x + 0,0133
g 19 ' T 21 R? = 0,9992
o [
g 1 8 1’5 i
3 o
g 5
< o4 : . , : , 05

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 2

Gallik asit < 0+ | ‘
mg Gallik asi 0 5 0 e

mg/L katesin

Toplam fenol tayini icin kullanilan kalibrasyon grafigi Toplam flavonoid tayini igin kullanilan kalibrasyon grafigi

80 - 12 -
- 60 y = 2238,3x + 4,594 14  y=14,955x - 0,0067
S R2 = 0,9981 %0,8 R Rz =0,9973
240 - 20,6
2 20,4
i= S04 1
£20 1 <02
<}O 0 . . . 0 T T T 1
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0 0,02 0,04 0,06 0,08
mg troloks mg troloks
ABTS antioksidan kapasite tayini icin kullanilan CUPRAC antioksidan kapasite tayini icin kullanilan
kalibrasyon grafigi kalibrasyon grafigi
0,5

y = 0,6485x + 0,0311

0.4 7 R2 = 0,994

0,3 -
0,2 -
0,1 -

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6
mg troloks

CHROMAC antioksidan kapasite tayini i¢in kullanilan
kalibrasyon grafigi
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EK 6 Patent bilgileri
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