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ABTS:
BHA:

BHT:

DPPH:

EDTA:

FCR:

FRAP:

FTC:

GAE:

MA:

MS:

YA:

NADPH:

NAS:

NBT:

SIMGE VE KISALTMALAR

2,2’-Azinobis (3-etilbenzentiazolin-6-siilfonat)

Biitillendirilmis hidroksianisol
Biitillendirilmis hidroksitoluen
1,1’-Difenil-2-pikrilhidrazil

Etilen diamin tetra asetik asit
Folin-Ciocalteu reaktifi

Demir (1) iyonu indirgeme giicii
Ferrik tiyosiyanat

Gallik asit esdegeri

Kocayemis meyve-etil alkol ekstrakti
Kocayemis meyve-su ekstrakti
Kocayemis yaprak-etil alkol ekstrakti
Nikotinamidadenindiniikleotid fosfat
N-asetil sistein

Nitrotetrazolyum blue kloriir



ORAC: Oksijen radikalini absorplama kapasitesi

PKE: Pirokatesol esdegeri
PMS: Fenazin metastilfat
RNS: Reaktif azot tiirleri
ROT: Reaktif oksijen tiirleri
RSS: Reaktif siilfiir tiirleri
SOD: Stiperoksit dismutaz
SR: Serbest radikal

TPC: Toplam fenolik madde

TRAP: Toplam radikal tutma parametresi



GIRIS VE AMAC

Tiim canlilarin biiyiimesi ve gelismesini saglayan besin kaynaklari; karbonhidrat, protein
ve yaglardir. Karbonhidrat, protein ve yaglar disinda, canlinin zorlu yasam sartlarina dayanma
gliciinili saglayan, saglik {izerinde olumlu etkileri olan metabolitlere de bioaktif bilesenler denir.
Bitkisel kaynaklarda ¢ok ¢esitli bioaktif bilesenler olmakla beraber, gidalarda genellikle az
miktarda bulunurlar. Bioaktif bilesenlerin insan saglig1 a¢isindan; obezite, iltihaplanmalar,
norolojik bozukluklar, kalp-damar hastaliklari, kanser, diyabet, kemik erimesi ve bagisiklik
sistemi gibi hastaliklarda pozitif etkileri vardir (1).

Sebze ve meyvelerde bulunan bioaktif bilesenlerin, serbest radikallerin sebep oldugu
oksidatif strese karsi koruyucu 6zelligi oldugu, ayn1 zamanda yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda antioksidan aktivite gosterdikleri belirtilmektedir (2).

Calismada, Arbutus unedo L. meyve ve yapragimnin, su ve etil alkol ekstraklarinin, toplam
antioksidan aktiviteleri farkli metodlar kullanilarak incelenmistir. Antioksidan aktiviteyi
belirlemek icin ekstraktlarin; toplam flavonoid ve fenolik igerigi, Fe*? iyonlarmi selatlama
aktivitesi, DPPH" radikali giderme aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi, Fe*® iyonlarmi indirgeme
kapasitesi, ABTSe* radikali giderme aktivitesi, siiperoksit radikali giderme aktivitesi,
karotenoid igerigi, Linoleik asit sisteminde FTC metodu ile toplam antioksidan aktivitesi ve
LC-MS/MS ile fenolik madde igerigi tayin edilmistir. Sonuglar, standart olarak kullanilan a-
tokoferol, gallik asit, kuersetin, gallik asit, BHA, BHT ve katesin gibi antioksidan maddelerle

ve literatiirdeki veriler ile karsilastirilarak yorumlanmastir.



GENEL BILGILER

SERBEST RADIKALLER (SR)
Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslenmemis tek elektron igeren ve bu elektrondan
dolay1 kararsiz, diger maddelerle reaksiyona girme ve kararli olma istegi olduk¢a fazla olan,

atom veya molekiillerdir (3).

Serbest Radikallerin Ozellikleri

Bir bilesik, bir elektron kaybederek ya da bir elektron alarak serbest radikal olusturabilir.
Bir atom veya molekiiliin tek elektronunu gostermek i¢in sembol ya da formiiliin yanina bir
nokta konur (Xe).

Serbest radikaller pozitif yiiklii, nétral veya negatif yiiklii olabilirler (4). Denklem 1°de,
fenotiyazin ilaglarindaki prometazin (Pr), hidroksil radikalleri yardimi ile prometazin radikal
katyonuna yiikseltgenir. Denklem 2°de ise, notr triklor karbon radikali olugmaktadir. Denklem

3’te, oksijen, siiperoksit radikal anyonuna indirgenir.

1. Denklem: Pr+ OHe — Pre* + OH ™ (Pozitif Yiiklii SR)
2. Denklem: CCls+ e — CClse — CClze+ Cl— (Notr SR)
3. Denklem: O2+e — O2¢ ™~ (Negatif Yiiklii SR)

Serbest radikaller genellikle kararsizdirlar.

Hem organik hem de anorganik molekiil yapida olabilirler.

Serbest radikaller oksijen (reaktif oksijen tiirleri: ROT), azot (reaktif azot tiirleri: RNT)
ve siilfiir (reaktif siilfiir tiirleri: RST) kaynakli olabilirler (Tablol) (5).



Tablo 1. Baz1 serbest reaktif tiirleri (5)

Ad1 Formiilii Tanim
Hidrojen atomu He En basit serbest radikal
Siiperoksit Oz Oksijen merkezli radikal, se¢imli reaktif

En reaktif oksijen radikali olup, insan

Hidroksil *OH viicudundaki tiim molekiullere saldirir.

CCls metabolizmasi sonucu tretilen C
Triklorometil CClse merkezli radikaldir. O ile genellikle hizli
reaksiyon verir.

Kiikiirt tizerinde eslesmemis elektron

Tiyil RS bulunduran tiirlerin genel adidir.
Peroksil, Alkoksil ROz, RO- Organik pefoksrderm y}kqul suasmda
olusan oksijen merkezli radikallerdir.
Nitrik oksit NO» L-arginin a.rplnp.a5|d|nden in vivo
kosullarda tretilir.
NOe’nun O ile reaksiyonundan olusur.
Azotdioksit NO2e Kirli hava sigara dumani gibi ortamlarda
bulunur,
Hidrojen peroksit H202 Reaktivitesi diistiktiir
Singlet oksijen 102 Oksijenin gii¢lii oksidatif formudur.

Serbest radikaller, hiicrede dis etkenlerle ya da metabolizmanin normal iriinleri olarak
olusabilirler.

Oksijen radikalleri, enzimatik reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli olmasina
karsin, radikallerin yapilar1 ve etkili oldugu yere gore de hiicresel hedefler risk altinda olup,

hiicresel hasara neden olabilirler.

Serbest Radikal Olusumu
Serbest radikaller hiicresel kosullarda 3 temel mekanizma ile olusmaktadir (6).
1) Kovalent bagli bir molekiiliin boliinmesinde, molekiiliin her bir pargasinda ortak
elektronlardan birisinin kalmasi (Homolitik B6liinme) ile olusabilir.
R-X — Re + Xe
2) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile olusabilir.
X - Xe + e
3) Normal bir molekiile elektron transferi ile olusabilir.

X + e — Xe




SERBEST RADIKAL CESITLERI

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Organik molekiillerin yapitaslar1 karbon, oksijen, hidrojen, nitrojen ve kiikiirttiir. Aerobik
solunum yapan organizmalarda, hiicrelerde gergeklesen metabolik reaksiyonlar i¢in gerekli
olan oksijenin %90°’1 mitokondride, oksidatif fosforilasyon esnasinda kullanilir. Kullanilan bu
oksijenin de %1-3’li mitokondrilerde ROT’a dondstiiriliir (3).

Oksijenden olusan Onemli serbest radikaller arasinda siiperoksit anyonu, hidrojen

peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen yer almaktadir.

Siiperoksit radikali (02 ):

Serbest oksijen radikalleri iginde ilk olusan oksijen radikali, siiperoksit radikalidir.
Siiperoksit radikali (Oz¢), oksijen molekiiliine bir elektron katilarak olusur.

02 + e — O

Stiperoksit radikali, cogunlukla hiicrenin mitokondrisinde olusur. Memeli hiicresinde
ATP’nin ana kaynagi olan mitokondriyal elektron transfer sistemi, hayatin devami ig¢in
gereklidir. Enerji doniistimii sirasindaki elektron kagaklari oksijenin, Oze serbest radikaline
dontisiimiine neden olur (3).

Siiperoksit radikali hem yiikseltgen hem de indirgen o6zelligi ile dopamin, adrenalin,

askorbat veya hidroksil amini oksitler, nitroblue tetrazolyum veya sitokrom C’yi indirger. Siiper
oksit radikali ¢cok fazla reaktif olmamasina ragmen, hiicrede ciddi hasara neden olan hidrojen

peroksit ve daha sonra hidroksil radikallerinin 6nciisii oldugu i¢in dnemlidir (7).

Hidrojen peroksit (H202):

Hidrojen peroksit; stiperokside asidik ortamda, bir elektron eklenmesi veya molekiiler
oksijene iki elektron eklenmesiyle olusmaktadir (8).

O + 2 + 2H" - H0

O + e + 2H" > HO

Hidrojen peroksit, notrofillerin fagozomlarindaki miyeloperoksidaz enzimi tarafindan
hipoklordz asite (HOCI) doniistiiriiliir. Bu sirada gegis metallerinin oksidasyonu yoluyla da
OHe olugsmasina neden olarak ROT molekiillerinin iiretilmesinde bir araci olarak rol oynar.

Hidrojen peroksidin bir diger 6nemli gorevi de hiicre i¢i sinyal molekiilii roliinii yerine

getirmektir (3).



Hidrojen peroksit, serbest radikal olmamasina ragmen yine de ¢ok 6nemlidir. Ciinkii
hidrojen peroksit, diisiikk konsantrasyonlarinda (20-80 um) bile biyolojik membranlara niifuz
ederek, DNA harabiyeti gelistirmektedir (9).

Hidroksil radikali (*OH):
Hidrojen peroksit, Fe' ve Cu veya diger gecis elementleri varliginda indirgenerek

OH’ye dontstiiriildigii reaksiyona “fenton reaksiyonu” denir. Siiperoksit radikali fenton
reaksiyonu ile baglanti kurarak olusan metal iyonlarmin yeniden kullanilmasinda 6énemli bir
gorev alir. Bu iki reaksiyona “Haber-Weiss reaksiyonu™ adi verilir. OHe olusmasinda, gegis
metalleri 6nemli bir rol oynarlar. Hidroksil radikali, biyomolekiiller ile daha giiglii reaksiyona
girdigi i¢in, biyolojik sistemlere diger ROT’lardan daha fazla zarar verebilir (3).

H202 + Cu*/Fe*? — OHe + OH + Cu*?/Fe*3 Fenton reaksiyonu

Cu*?/Fe*® + Oz»— Cu'/Fe*?2 + O2

H202 + Oz — OHe +OH + O2 Haber-Weiss reaksiyonu

Singlet oksijen (*O2):
Singlet oksijen, radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiridiir. Oksijenin eslesmemis
elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu kendi spin yoniinii degistirmesi veya bulundugu

orbitalden baska bir orbitale gegmesi sonucunda olusur (7).

Reaktif Azot Cesitleri (RNS)

Nitrik oksit, en onemli reaktif azot ¢esitleri arasinda yer almaktadir. NOe memeli
hiicrelerindeki endotel (damar i¢ yiizii), ndron, makrofaj gibi farkli hiicrelerde L-arjininden
nitrik oksit sentaz enzimi aktivitesine bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (10).

NOe siiperoksit gibi diger endojen serbest radikallerle tepkimeye girerek peroksinitriti
meydana getirir. Olusan peroksinitrit oksidan ozelligi ile DNA ve protein gibi biyolojik

molekiillerde hasar olusturabilir (11).



SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI
Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar tarafindan

meydana gelir (3).

Endojen Kaynaklar

1. Zihinsel stres veya viicut yorgunlugundan kaynaklanan stres, toksik yan iiriin olarak,

2. Aerobik solunum sirasinda, mitokondride elektron transport sistemi tarafindan, kataliz
edilen oksijenlerden dolay1 yan iiriin olarak,

3. liltihaplanma durumunda, sitokinler serbest birakilir ve bunun sonucunda nétrofiller ve
makrofajlar,

4. Otooksidasyon reaksiyonlari sirasinda, ksantin oksidaz (XO) ile nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz gibi enzimlerle endoplazmik retikulumda sitokrom p450
sisteminde meydana gelen elektron kagaklarindan,

5. Lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom oksidaz gibi gesitli
kaynaklardan,

6. Diiz kas hiicreleri, plateletler ve arasidonik asit metabolizmasi tarafindan,

7. Immun sistem hiicreleri patojenlere yanit olarak SR iiretebilir.

Eksojen Kaynaklar

1. UV isinlar, mikrodalga 1sinlar1, X-ray, gama 1sinlari,

2. Volkanik olaylar, orman yanginlari,

3. Pigirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi,

4. Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su Kirleticiler,

5. Temizlik tirtinleri, tiner, bocek ilaglari, tutkal, boya ve parfimler gibi kimyasallar,

6. Benzen, formaldehit, karbonmonoksit, asbest, toluen gibi hava Kirleticiler,

7. Alkol ve sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumani, eksojen olarak serbest radikal

tiretimine neden olabilir (3).

SERBEST RADIKALLERIN YARARLARI

Diisiikk yogunluklarda olduklarinda ROT ve RNS’nin yararli etkilerinden de s6z etmek
miimkiindiir. Reaktif oksijen tiirleri ve RNS’nin bazi yararl faaliyetleri arasinda:

1. Mitokondride ATP iiretimi, hiicre biiylimesi ve diisiik konsantrasyonda mitojenik

yanitlara neden olma,



2. Fagositoz araciligiyla enfeksiyonlara karsi savunma,

3. Sitotoksik lenfositler ve makrofajlar tarafindan kanser hiicrelerini 6ldiirme,

4. Sitokrom p450 tarafindan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu,

5. Diisiik konsantrasyonda olduklarinda; non-reseptor tirozin Kinaz aktivasyonu, ROT ve
RNS’nin niikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, tirozin amino asidinin fosfatlanma
aktivasyonu, intraselliiler depolardan Ca’un salinimi, bazi sitokinler ve biiylime faktorii

sinyallerinin aktivasyonu gibi hiicresel sinyaller iizerine 6nemli rolleri vardir (3).

SERBEST RADIKALLERIN ZARARLARI

Biyolojik serbest radikaller kararsiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller olup, elektronlari
hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres (hasar) meydana getirirler (Sekil
1). Organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi oksidatif stres, olarak
tanimlanmaktadir.

Radikaller; protein, lipid ve niikleik asit gibi temel hiicresel bilesenlerde hasara yol
acabilme yetenegindedir. Olusan bu hasarin yasa bagl bagisiklik yetersizligi, senil demans,
kanser, ateroskleroz, amiloidoz, ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile iliskili oldugu ve

biyolojik yaslanma siirecinde rol oynadigi bilinmektedir (12).
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Sekil 1. Serbest radikallerin hiicrede meydana getirdigi hasar (13).



BiOAKTIF BILESIKLER

Bioaktif bilesenler, bitkisel kaynaklarda bulunan, bitkinin biiyliimesi ve gelismesinde
cesitli gorevlere sahip olan metabolitlerdir. Bitkiye has renk, tat ve koku o6zelliklerini
kazandirdiklar1 gibi ayrica bakteri, virlis, mantar ve haserelere karsi da koruyucu ozellik
gosterirler. Bitkilerde daha ¢ok esterlesmis olarak veya glikozidlere bagli olarak bulunurlar.
Bioaktif bilesenlerin yapilarinda bir aromatik halka ile en az bir hidroksil (-OH) grubu bulunur.
Bioaktif bilesiklerin, -OH gruplarinin sayisi, ¢esitli karbonhidrat ve organik asitlerle yapmis
olduklar1 baglar, aromatik halkalarinin yapisal farkliliklarina neden olmaktadir. Yapilan
calismalarda, 30.000’den fazla biyoaktif bilesen oldugu ve bunlarin yaklasik 5.000-10.000
kadarinin giinliik diyetimizde yer aldigi tahmin edilmektedir. Biyoaktif bilesenlerin in vitro ve

in vivo kosullarda genis aralikta antioksidan aktivite gosterdikleri bilinmektedir (2).

ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, hiicreyi zararli maddelere karsi savunarak kalkan gérevi goren, serbest
radikallerin olusumunu engelleyen ve yapisinda c¢ogunlukla fenolik madde bulunduran
molekiiller olup, ayrica karbonhidratlar, lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi hedef
molekiillerdeki hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini
tutarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (14).

Antioksidanlar, dort farkli mekanizma ile oksidanlari etkisiz hale getirir (15).

* Temizleme etkisi: Oksidanlar1 daha zayif bir molekiile ¢evirerek gergeklesir.

+ Baskilama etkisi: Oksidan maddelere bir hidrojen katilarak etkisiz hale getirerek
gerceklesmektedir.

* Onarma etkisi: Oksidanlarin olusturdugu hasar1 ortadan kaldirarak gerceklesmektedir.

* Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak, fonksiyonlarini engelleyerek

gerceklesir. Hemoglobin ve E vitamini tarafindan yapilir.

ANTIOKSIDANLARIN SINIFLANDIRILMASI

Antioksidanlarin farkli basliklar altinda siniflandirilmalar1 yapilabilmektedir. Baslica
simiflandirma sekli; dogal antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olarak siniflandirilmasidir.

Dogal antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak
smiflandirilir (16).



DOGAL ANTIOKSIiDANLAR:

1. Enzimatik antioksidanlar:

Enzim yapisindaki antioksidanlardir.

a. Stperoksit dismutaz (SOD):

Organizmada serbest radikallerin karsilastiklart ilk enzim SOD’tur. SOD enzimi,
stiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizlemektedir. Hidrojen
peroksit {irettigi icin hidrojen peroksiti uzaklastirmak ic¢in katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimleri ile birlikte ¢alisir (16).

SOD
202 - +2H' > H02 + O2

b. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px):

Glutatyon peroksidaz hiicre iginde hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan asil
sorumlu olan enzim olup, lipid peroksidasyonunun baslamasini ve ilerlemesini engeller.
Glutatyon (G-SH), hidrojen peroksit varliginda, glutatyon peroksidaz enzimi ile okside
glutatyona (GSSH) yiikseltgenir (17).

GSH-Px
2G-SH + H20:2 » GSSG +2H20

c. Glutatyon rediiktaz (GSH-Red):
Glutatyon rediiktaz mitokondri ve sitozolde bulunur, yapisinda selenyum bulunur. GSH-
Px’in katalizledigi, hidroperoksitlerin indirgenmesi sirasinda olusan okside glutatyonun

(GSSG), NADPH yardimiyla indirgeyerek, glutatyona (GSH) doniistimiinii katalizler (16).

GSSG + NADPH + H* » 2G-SH + NADP*

¢. Katalaz (CAT):
Katalaz, aerobik hiicrelerde antioksidan enzim olup en ¢ok gorev yaptigi doku bobrek ve
karacigerdir. Katalaz, hidrojen peroksitin, su ve oksijene yikimini katalizler (18).

CAT
2 H202 » 2H0 + O




d. Glutatyon S-Transferazlar (GST):
Iki protein alt biriminden olusmakta olup, arasidonik asit ve linoleat hidroksiperoksitleri
olmak tizere lipithidroperoksitlere karsi aktivite gostermektedir (19).

GST
ROOH + 2G-SH » GSSG + ROH + H20

e. Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Siiperoksitin zararl etkisini gidermekte gérev alir.

Solunum zincirinin en son enzimi olup, belirtilen reaksiyon sonunda yakit maddelerinin
oksidasyonu sona ererek bol miktarda ATP sentezlenir.
402 + 4H* + 4e — 2H20

f. Peroksiredoksinler:

H20:2 miktarini kontrol etmek ve oksidatif strese karst gérev yapmaktadir.
2. Enzimatik olmayan antioksidanlar:

a. Melatonin:

Sekil 2’de yapisi gosterilen melatonin, uyku, Greme gibi birgok biyolojik
fonksiyonun dizenlenmesinden sorumlu olan bir hormondur. Melatonin, oksidatif
strese yol acabilen serbest radikalleri detoksifiye etmekte, bdylece onlarin
biyomolekuller Uzerindeki zararli etkilerini dnleyebilmektedir (20). Melatonin ayrica,
viicudun biyolojik saatini korur, Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda etkili bir hasar

Onleyicidir.

CH,CH,NHCOCH,

N\

N
H

HsCO

Sekil 2. Melatoninin yapisi
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b. Biluribin:
Sekil 3’te yapisi gosterilen biluribin, HEM metabolizmasinin son iiriinlerindendir.
Dolasim esnasinda karaciger tarafindan alinarak biyotransformasyonla, safra veya idrarla digari

atilir. Antioksidan etkisi; stiperoksit ve hidroksil radikalini toplamasidir (21,22).

Sekil 3. Biluribin yapis1

c. Glutatyon:

Sekil 4’te yapis1 gosterilen glutatyon, Karacigerde sentezlenebilen, suda ¢oziinebilen
onemli bir antioksidandir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek, hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur (16).

o)
NH, H
N

o SH

Sekil 4. Glutatyon yapisi

¢. Urik Asit:
Sekil 5°te yapisi belirtilen iirik asit, plirin metabolizmasinin son {iriinii olup; Stiperoksiti,

peroksit radikallerini, hidroksili ve singlet oksijenini gidererek antioksidan olarak davranir (23).

21T

Sekil 5. Urik asit yapisi
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d. a-tokoferol (E Vitamini):
Yagda ¢oziinen bir madde olan a-tokoferol E vitamini ailesinin ana bileseni olup (Sekil
6), dokularda bulunan, eksojen kaynakli en 6nemli lipofilik antioksidandir. E vitamini, serbest

radikal ve tekli oksijen tutucu olarak gorev yapar (24).

HO
CHs

CHQCHchch)éCHe,

Sekil 6. a-tokoferol (E Vitamini) yapisi

e. Askorbik asit (C Vitamini):

Askorbik asit olarak da adlandirilan C vitamini, taze meyve ve sebzelerde dogal olarak
bulunur (Sekil 7). Giiglii ve suda ¢oziinebilir bir antioksidandir. Insanlarda, L-glukolakton
oksidaz enzim eksikliginden dolayr C vitaminini sentezleyemez, bu nedenle diyet yoluyla

alinmasi gerekir. C vitamininin, E vitaminini yenileme 6zelligi de vardir (25).

Sekil 7. Askorbik asidin yapisi
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f. Karotenoidler:
Karotenoidler yagda ¢6ziinebilir. Taze meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunur. Taze
sebze ve meyvelerin sari, turuncu, kirmizi renkli olmasindan sorumludur. A vitamini dnciisii

olan B-karoten (Sekil 8) ve likopen en yaygin karotenoittir (26).

Sekil 8. B-karoten yapisi

Likopen, serbest radikalleri etkili bir sekilde temizleyip, in vitro kosullarda H2O> ve
NO-’yi inaktif hale getirebilmektedir (Sekil 9).

Sekil 9. Likopen yapisi

g. Polifenoller:
Polifenoller birgok meyve ve sebzede bulunan giiclii antioksidanlardir. Polifenollerin
antioksidan aktivitesi; serbest radikalleri baglama kapasitesi veya demiri indirgeme giiciine

dayanmaktadir. Polifenoller; fenolik asit ve flavonoidler olarak siniflandirilmaktadir (24).
1) Fenolik asitler: Aromatik karboksilik asitlerin hidroksi tiirevleridir. Fenolik asitler;

kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok kronik hastaligin baslica nedeni olan serbest

radikallere ve diger reaktif oksijen tiirlerine kars gii¢lii antioksidan etki gostermektedirler.

13



2) Flavonoidler: Flavonoidler 6nemli diizeyde antioksidan ve selatlama &zelliklerine
sahiptir. Serbest radikallere kars1 antioksidan 6zellik gésterme, enzim aktivitelerini diizenleme,
hiicre ¢cogalmasini inhibe etme, antibiyotik ve antiallerjen 6zellik tagima, ishal, iilser ve iltihab1

Onleyici ilag gibi gorev almalarindan dolay1 6nem tagimaktadirlar.

Antioksidan kapasitesi bakimindan en 6nemli flavanoidler sunlardir:

a) Antosiyaninler: Flavonoid bilesikler arasinda yer alirlar. Meyve, sebze ve giceklerde
bulunurlar. Meyve, sebzelere mavi, kirmizi, mor rengi veren pigmentlerdir. Antosiyaninlerin;
antioksidan, antikanser, antidiabetik ve iltihap Onleyici olarak sagliga yararl 6zellikleri vardir.

b) Proantosiyanidinler: Meyve, sebze, findik, tohum, ¢igek ve aga¢ kabugunda sikca
bulunurlar. Proantosiyanidinler, serbest radikal temizleyici ve antioksidan aktivite
gostermektedirler.

¢) Katesinler (Flavanoller): Katesinler daha ¢ok ¢ayda, kirmizi sarapta ve ¢ikolatada
bulunmaktadirlar. Baslica katesin ¢esitleri; (+) katesin, (-) epikatesin, (+) gallokatesin, (-)

epigallokatesindir. Antioksidan, antikanserojen ve obeziteyi Onleyici 6zellik gosterirler.

SENTETIK ANTIOKSIDANLAR

Sentetik antioksidanlar; biitillendirilmis  hidroksitoluen (BHT), biitillendirilmis
hidroksianisol (BHA), propil gallatlar (PG), tert-biitil hidrosikinon (TBHQ), sodyum benzoat
gibi bilesiklerdir.

Sentetik antioksidanlarin gidalara eklenmesindeki amaglar; lipid peroksidasyonunu
engellemek veya azaltmak, toksik oksidasyon iiriinlerinin olusumunu engellemek, besin

kalitesini siirdiirmek, raf 6mriinii uzatmaktir.

Gidalar ve Antioksidanlar

Gidalarla alinan antioksidanlarin, insan saglig1 ve yasam kalitesi tizerinde olumlu etkileri
vardir.

Taze sebze ve meyvelerde bulunan dogal antioksidan maddelerin kanser, diyabet, obezite,
katarakt ve kardiovaskiiler hastaliklar iizerinde koruyucu etkisi oldugu yapilan c¢alismalarla
kanitlanmistir. Bu nedenle viicudun endojen antioksidan savunma sisteminin korunmasi igin
diyet yolu ile alinabilecek, farkli dogal kaynaklardan elde edilecek, yeni, etkili ve giivenli

antioksidanlari kesfetme, bulma ¢alismalar1 olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir (16).

14



Calismada Kullamlan Meyve ve Genel Ozellikleri

Arbutus unedo L. meyvesi, Ericales takimindan Ericaceae familyasi, Arbutoideae alt
familyas1 ve Arbutus cinsine aittir (Sekil 10). Cografik olarak ¢ok genis bir yayilma alanina
sahiptir. Genel olarak akdeniz ikliminin oldugu yoérelerde, kizilgam ormanlarinda ve makilik
alanlarda yetistigi goriilmektedir. Ulkemizde; Kocayemis, Dag yemisi, Davulga, Yagma,
Piridim, Ay1 yemisi, Andira, Dal ¢ilegi, Giresun’da Enderek agaci ve Zefre yemisi olarak
isimlendirilmektedir (27).

Akdeniz iilkelerinde, Kuzeybati ve Orta Amerika’da yayilis gostermekte olup, 12 tiirii
bulunmaktadir. Bunlardan Arbutus unedo L. ve Arbutus andrachne L. Tiirkiye florasinda dogal
olarak yetigmektedir. Bu tiirler {ilkemizde Akdeniz, Ege, Marmara ile Bati Karadeniz
kiyilarindaki makilik alanda yetismektedir.

e s U o -
Sekil 10. Kocayemis (Arbutus unedo L) meyvesi

Anavatani olarak Anadolu’nun da icinde yer aldigi Yunanistan, Liibnan, Irlanda ve
Giliney Avrupa Bolgesi gosterilmektedir. Sekil 11°de goriildiigii iizere, olgunlasmis koyu
kirmizi meyveleri yuvarlak ¢ilek goriinimiinde olup, botanik ve pomolojik olarak ise ¢ilek tiirii
ile aralarinda bir benzerlik bulunmamaktadir. ingilizce’de “strawberry tree-cilek agac1” olarak

isimlendirilmektedir.
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Sekil 11. Kocayemis meyveleri

Kocayemis bitkileri her daim yesil yaprakli, kiigiik bir aga¢ ya da ¢ali goriinlimiindedir.
Agag alcaktan dallanmakta olup, kabuklar1 kirmizi-kizil kahve renklidir. Genellikle 1,5-3 m
yiikseklikte olup 9 m’ye kadar biiyiiyebilmektedir. Oldukga lifli bir yapiya sahiptir ve kirilmaya
dayaniklidir. Siirgiinleri genelde ince ve kisadir, gengken tiiyliidiir. Kizil kahverengi dallar
tizerinde sarmal durumda bulunan yapraklart daima yesildir. Sekil 12°de gorildigi gibi,
yapraklarinin istii parlak koyu yesil, alt1 agik yesil, kenarlar1 keskin testere disli, ucu sivri

mizrak seklindedir. Yapragin boyu 4,5-8 cm, genisligi 2-3,5 cm’dir (28,29,30).

Sekil 12. Kocayemis yapraklar
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Kocayemisin gigekleri beyaz, u¢ kisimlari yesilimsi veya agik pembe renkli olup, gigekler
8-9 mm uzunlugunda, beyaz, sikga pembe veya yesil renkte olan kokulu, tekrarlanan loblu, ¢can
seklindedir. Meyveleri, Sekil 11°de goriildiigii gibi, yaklasik 15-20 mm ¢apinda, 4-8 ¢
agirhigindadir. Olgun meyveler kirmizi renkte, yuvarlak veya yassi olup dis kabugu piiriizliidiir.
Bazen meyvenin u¢ kisminda ¢ikintilara rastlanir. Meyve tamamen olgunlastiginda, ¢ok 6zl
tropikal meyve yapisinda ve hos bir lezzete sahip olup yenebilir. Meyvelerin olgunlagsmast,
yaklagsik 12 ay siirdiigii i¢in, olgun meyve ve gicekler agagta, ayn1 zamanda bulunur (31,32).

Kocayemis kurak hava kosullarina dayanmakta, fakir topraklarda da sorunsuz bir sekilde
yetisebilmektedir. Cigeklenme Eyliil ayindan Mart ayma kadar devam eder. Dogal ortamda
bulunan kocayemis meyveleri, toplanarak taze olarak tiiketildigi gibi regel, marmelat olarak da
degerlendirilmektedir (33).

Kocayemisin yiikksek oranda C vitamini icermesi, kis aylarinda olgunlagmasi,
yapraklarinin sakkaroz ve tanen, arbutin, metilarbutin ve urson gibi fenolik maddeler i¢cermesi,
agag kabugu ve koklerinde tanen bulunmasi kocayemisi dnemli kilmaktadir. Bu 6zelliklerinden
dolayi insan sagligi i¢in, meyve Ve yapraklari alternatif tipta kullanilmaktadir (32).

Bu bitki ekolojik agidan da 6nemli bir rol oynamaktadir. Kocayemis; faunanin ¢esitliligini
korumaya yardimci olur, topraklarin aginmasini dnler, yanginlardan sonra hizla yenilenir, fakir
topraklarda yetisir, arsenik kirliligine kars1 filtreleme i¢in kullanilabilir.

Bu tez kapsaminda, son yillarda taninmaya baslayan kocayemis bitkisinin meyveleri ile
yapraklari in vitro kosullarda antioksidan aktivitesi, ¢esitli metodlarla incelenmis ve kocayemis
bitkisinin beslenmemizde ve ilerleyen agamalarda eczacilik alaninda da kullanilabilecek bir

dogal antioksidan kaynag1 olup olamayacag degerlendirilmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

GEREC

Bitki Ornekleri

Deneyde kullanilan bitkisel materyal kocayemis, Canakkale ilinin Gelibolu ilgesinden
Kasim ayinda toplandi. Bitkilerin yapraklari ve meyveleri birbirinden ayrildiktan sonra
kurutulup, derin dondurucuda kullanilincaya kadar bekletildi.

Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar
Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, TUBAP destegi ile

Merck ve Sigma-Aldrich’ten satin alindu.

Caligsmalarda;

Analitik terazi: Shimadzu ATX 224

Calkalamali su banyosu:  Wisebath 100-300 rpm, termostatli
Spektrofotometre: Optizen pop UV/VIS

Evaporator: Buchi Rotavapor R 11

Etiiv: Bindel ED 115

Su aritma cihaz: GFL 2002

Vorteks: Datman Scientic (VM-10)
pH-metre: Mettler Toledo Seven Compoct S210
Santrifiij: Awel C12 centriugation
Liyofilizator: Hypercool HC3110

LC-MS/MS: Agilent Technologies 6420 Triple Quad,

Bunlar ile birlikte mikro pipetler ve eppendorflar kullanilan baslica ekipmanlardir.
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Kullamlan Kimyasal Cozeltiler

Kocayemis meyve ve yaprak c¢ozeltileri:

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlari, derin dondurucuda ependorflardan alinarak,
¢oziiclisiine gore etil alkol veya su ile 1000 mg/ml olacak sekilde ¢oziildii. Daha diisiik
konsantrasyonlu ornekler, bu stok ¢ozeltiden ¢oziiciisii ile istenilen konsantrasyona uygun

olarak, seyretilerek hazirlandi.

Toplam fenolik bilesik tayini icin kullanilan ¢ozeltiler:

% 2’lik Na2CO3 Cozeltisi: 2g Na.COs tartilip, destile su ile ¢oziildi. Balon jojede destile
su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteau Reaktifi: Ticari olarak satin alindigi sekilde kullanilda.

Gallik Asit: 0,025 g gallik asit tartildi ve destile su ile 50 mL’ye tamamland1 (500 pg/mL).
Stok ¢ozeltiden destile su ile seyrelterek, farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler hazirlandi.

Pirokatesol: 0,025 g pirokatesol tartildi ve destile su ile 50 mL’ye tamamlandi (500
pg/mL). Stok ¢ozeltiden destile su ile seyreltilerek, farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler

hazirlandi.

Demir (I1) iyonlarini selatlama aktivitesinin tayini icin kullanilan ¢ozeltiler:

2 mM FeClz: 0,0254 gram FeCl; tartildiktan sonra bir miktar destile su ile ¢oziildii.
Destile su ile balon jojede100 mL’ye tamamlandi.

5mM Ferrozin: 0,0616 gram ferrozin tartilarak, bir miktar destile su ile ¢oziildii. Destile
su ile balon jojede 25 mL’ye tamamlandi.

BHA: 0,025 g BHA tartilip, bir miktar etil alkol ile ¢oziildii ve etil alkol ile balon jojede
25 mL’ye tamamlandi (1000 pg/mL). Stok ¢ozelti seyreltilerek, 5 farkli derisimde 6rnek ¢6zelti
hazirlandi.

BHT: 0,025 g BHT tartilip, bir miktar etil alkol ile ¢6ziildii ve etil alkol ile balon jojede
25 mL’ye tamamlandi (1000 pg/mL). Stok ¢6zelti seyreltilerek 5 farkli derisimde ornek ¢ozelti
hazirlandi.

EDTA sodyum tuzu: 0,025 g EDTA sodyum tuzu tartilip, bir miktar destile suda ¢6ziildii
ve destile su ile balon jojede 25 mL’ye tamamland1 (1000 pg/mL). Stok ¢ozelti seyreltilerek 5

farkli derisimde 6rnek ¢6zelti hazirlandi.
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Toplam flavonoid i¢eriginin tayini icin kullanilan c¢ozeltiler:

% 5’lik Sodyum Nitrit Cozeltisi: 5 g NaNO2 tartilip, bir miktar destile su ile ¢oziildii.
Balon jojede destile su ile 100 mL’ye tamamlandi

% 10’Iuk Al (NO3)3.9H20 Cozeltisi: 10 g Al (NO3)3.9H20 tartilip, bir miktar destile su
ile ¢oziildii. Balon jojede destile su ile 100 mL’ye tamamland1

% 4,3’liikk NaOH Cozeltisi: 4,3 g NaOH tartilip, bir miktar destile su ile ¢o6ziildii. Balon
jojede destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Gallik asit: 0,0250 g gallik asit tartilip, etil alkol ile ¢oziildi. Balon jojede etil alkol ile 25
mL’ye tamamlandi. Stok ¢ozelti seyreltilerek (50-100-150-200-250) ug/mL olacak sekilde
hazirlandi.

Kuersetin: 0,0250 g kuersetin tartilip, etil alkol ile ¢6ziildii. Balon jojede etil alkol ile 25
mL’ye tamamlandi. Stok ¢ozelti seyreltilerek (50-100-150-200-250) pg/mL olacak sekilde

hazirlandi.

H20: giderme aktivitesinin tayini icin kullanilan ¢ozeltiler:

0,1 M Fosfat Tamponu (pH=7,4): K:HPO4 (17,418 g/L) ve Na2HPO4.2H-0 (15,602 g/L)
cozeltileri kullanilarak, magnetik karistirict ve pH metre yardimiyla pH=7,4 olacak sekilde
tampon ¢ozelti hazirlandi.

40 mM H20; Cozeltisi: 0,409 mL H>O> alinip, 0,1 M fosfat tamponu (pH=7,4) ile balon

jojede 100 mL’ye tamamlandi.

Siiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesinin tayini icin kullanilan cozeltiler:

0.1 M Fosfat Tamponu (pH=7,4): KH2PO4 (13,609 g/L) ve NaxHPO4 (14,196 g/L)
cozeltileri kullanilarak, magnetik karistirici ve pH metre yardimiyla pH=7,4 olacak sekilde
tampon ¢ozelti hazirlandi.

156 uM NBT (Nitrotetrazoliumblue kloriir) Cozeltisi: 0,0128 g NBT tartilip, 0,1 M fosfat
tamponunda (pH=7,4) ¢oziildii. Balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

468 uM NADH (Nikotin amid adenin di niikleotid) Cozeltisi: 0,0310 g NADH tartilip 0,1
M fosfat tamponunda (pH=7,4) ¢6ziildii. Balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

60 uM PMS (Phenozinemetha stilfat) Cozeltisi: 0,0018 g PMS tartilip, 0,1 M fosfat
tamponunda (pH=7,4) ¢oziildii. Balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.
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DPPHe- radikali giderme aktivitesinin tayini icin kullanilan c¢ozeltiler:

1 mM DPPH Cozeltisi: 0,01972 g DPPH (1,1 difenil-2-pikrilhidrazil) tartilip, etanolde
¢oOziildii ve balon jojede 50 mL’ye tamamlandi (Giinliik hazirlanarak ve karanlik ortamda
korundu). 1 mM DPPH c¢ozeltisi stok ¢ozelti olarak hazirlandi. Deneyde kullanilacak ¢6zelti
hacmine gore stok ¢ozeltiden alinarak, etil alkol ile seyreltildi ve 0,1 mM DPPH ¢ozeltisi

hazirlandi.

ABTSe" radikali giderme aktivitesinin tayini icin kullamlan ¢ozeltiler:

7 mM ABTS Cozeltisi: 96 mg ABTS tartilip, 25 mL destile suda ¢oziildii (Giinliik
hazirlandi).

2,45 mM Potasyum persiilfat ¢ozeltisi: 16,6 mg potasyum persiilfat tartilip 25 mL destile
suda ¢ozildi.

0,1 M Fosfat Tamponu (pH=7,4): KH2PO4 (13,609 g/L) ve NaxHPO4 (14,196 g/L)
cozeltileri kullanilarak, pH=7,4 olacak sekilde magnetik karistisici ve pH metre yardim ile
tampon ¢ozelti hazirlandi.

a-tokoferol Cozeltisi: 0,025 g a-tokoferol tartilip, bir miktar etil alkol ile ¢oziildii ve etil
alkol ile balon jojede 25 mL’ye tamamland1 (1000 pg/mL). Stok ¢o6zelti seyreltilerek 5 farkli
derisimde 6rnek ¢ozelti hazirlandi.

BHA: 0,025 g BHA tartilip, bir miktar etil alkol ile ¢oziildii ve etil alkol ile balon jojede
25 mL’ye tamamland1 (1000 pg/mL). Stok ¢ozelti seyreltilerek 5 farkli derisimde 6rnek ¢ozelti
hazirlandi.

BHT: 0,025 g BHT tartilip, bir miktar etil alkol ile ¢o6ziildi ve etil alkol ile balon jojede
25 mL’ye tamamland1 (1000 pg/mL). Stok ¢bzelti seyreltilerek 5 farkli derisimde 6rnek ¢ozelti

hazirlandi.

Toplam ferrik iyonlarim (Fe®') indirgeme kapasitesinin tayini i¢in Kkullanilan
cozeltiler:

% 1°1lik K3Fe (CN)s Cozeltisi: 1 g KsFe (CN)g tartilip, destile suda ¢oziildii ve balon jojede
destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk TCA Cozeltisi: 10 g Trikloroasetik asit tartilip, destile suda ¢oziildii ve balon
jojede destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 0,1’lik FeCls Cozeltisi: 0,1 g FeCls tartilip, destile suda ¢oziildii ve balon jojede destile

su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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0,2 M Fosfat Tamponu (pH=6,6): K:HPO4 17,418 g tartildi. Bir miktar destile suda
¢oziildi. Balon jojede destile su ile 500 mL’ye tamamlandi. NaH2PO4.2H20 15,602 g tartilip
bir miktar destile suda ¢6ziildii, destile su ile 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler
kullanilarak, magnetik karistirict ve pH metre yardimiyla pH=6,6 olacak sekilde tampon ¢ozelti

hazirlandi.

Linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu ile toplam atioksidan
aktivite tayini icin kullanilan c¢ozeltiler:

0.04 M Fosfat Tamponu (pH=7,0): 3,4896 gram K>,HPO4 tartilip, bir miktar destile suda
¢oziildi. Balon jojede destile su ile 500 mL’ye tamamlandi. 3,1204 gram NaH2POs. 2 H.O
tartilip, bir miktar destile suda ¢6ziildii. Balon jojede destile su ile 500 mL’ye tamamlandi. Bu
iki ¢ozelti kullanilarak, magnetik karistirict ve pH metre yardimi ile 0,04 M pH=7 olacak
sekilde fosfat tamponu hazirlandi.

Linoleik Asit Emiilsiyonu: 350 mg Tween-20 ve 310 pL linoleik asit karisimi1 balon jojeye
alindi. Cozelti balon jojede, fosfat tamponuyla (0,04 M, pH=7,0) 100 mL’ye tamamlanip,
hazirland.

% 75’1lik Etanol Cozeltisi: 390,6 mL saf etil alkol alinip, destile su ile balon jojede 500
mL’ye tamamlandi.

% 30’luk NH4SCN Cozeltisi: 30 g NH4SCN tartilip, bir miktar destile suda ¢oziildii, balon
jojede destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 3,5’luk HC1 Cozeltisi: 7,88 mL der. HC1 (%37°1ik) ¢dzeltisinden pipetle alind1. I¢inde
bir miktar destile su bulunan 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Balon jojede destile su ile 100
mL ye tamamlandi.

20 mM FeCl, Cozeltisi: 0,2535 g FeCly tartilip, %3,5’luk HCI ¢o6zeltisi ile balon jojede
100 mL’ye tamamlandi.
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KULLANILAN YONTEMLER

Ekstraktlarin Hazirlanisi

Derin dondurucuda saklanilan kurutulmus kocayemis meyve ve yapraklari ayri ayri
ogiitiicii yardimiyla 6giitiilerek homojenize hale getirilip, etil alkol ve su ¢oziiciileri kullanilarak
ekstraktlar hazirlandu.

Etil alkol ekstraksiyonu i¢in 25’er g meyve ve yaprak 6rnegi 500 mL ¢oziicii i¢inde oda
sicakliginda c¢alkalamali su banyosunda 150-200 rpm’de 3 saat inkiibe edildi. Elde edilen
ekstraktlar, stizge¢ kagidin da siiziildi ve siiziintiilerin ¢oziiciileri evaporatorde 40°C-50°C” de
ucuruldu.

Su ekstraksiyonu igin 25 g meyve 6rnegi 100 °C’ye 1sitilmig 500 mL suda, 30 dk boyunca
karistirildi. Elde edilen su ekstrakti siizge¢ kagidindan siiziildii ve siiziintii liyofilize edildi.

Ekstrelerin susuz kalintilar1 0.01 g’lik porsiyonlara ayrilarak eppendorflara konularak,

kullanilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza edildi.

Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Kocayemis meyvesinin su ve etil alkol ekstraktlar1 ile kocayemis yapraginin etil alkol
ekstresinde bulunan toplam fenolik madde icerikleri Slinkard ve Singleton tarafindan modifiye
edilen Folin-Ciocalteu metoduna (FCR) gore belirlenmistir (34). FC reaktifi fosfotungustik
(HsPW12040) ve fosfomolibdik (H3PMo012040) asitlerin karisimidir. Fenol oksidasyonu
sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik
miktar1 ile dogru orantili olup 760 nm’de spektrofotometrede takip edilir.

Kocayemis meyvesinin, 1000 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan ekstraktlarindan 1’er
mL alindi. Destile suyla hacimler 46 mL’ye tamamlandiktan sonra 1 mL Folin-Ciocalteu
belirteci eklendi. 3 dakika sonra %?2’lik Na,COs ¢ozeltisinden 3 mL ilave edilip, 2 saat
calkamal1 su banyosunda 25°C ve 150 rpm’de inkiibe edildi. Destile su igeren sahit denemeye
karsi, 760 nm’de absorbanslar 6l¢iildii.

100-200-300-400-500 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanan gallik asit ve
pirokatesol standart ¢ozeltileri i¢in de ayni sira ve miktarda madde ilaveleri ve ayni ¢alisma
yapildi. Standartlarin da destile su igeren sahit denemeye karsi, 760 nm’de absorbanslari

olgtldii.
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Standart ¢ozeltilerin okunan absorbansi ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafiklerin
denklemlerinden faydalanilarak, meyve ve yaprak ekstraktlarinin toplam fenolik madde

miktarlar1 mg/g olarak hesaplandi.

Demir (IT) Iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Tayini

Metal iyonlar selatlama aktivitesi tayini, serbest halde bulunan agir metallerin yikici
etkilerini yok etmek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Kocayemis meyve su ve etil alkol
ekstraktlarinin, metal selatlama aktivitesi Rival ve ark. (35) ile Duh ve ark. (36)’nin uyguladigi
yontemler temel alinarak uygulanmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlardaki,
Fe?* iyonlarini selatlama &zelligi olan antioksidan maddeler, serbest demiri baglamak suretiyle
onu etkisizlestirir, boylece fenton reaksiyonlar1 sonucu olusan hidroksil ve peroksit gibi radikal
olusumunu inhibe ederler. Reaksiyon ortaminda bulunan Fe?' iyonlarin1 baglamak igin
ekstraktlarin, ferrozin ile yarigmada oldugu bir yontemdir. Bu yontemde azalan absorbans metal
iyonlarmin selatlandiginin bir gdstergesidir. Bu amagla FeCl, ¢ozeltisi kullanilmistir. Fe*?
iyonu ve ferrozinin olusturdugu kompleksin 562 nm de mor renk olusturmasina dayanilarak
selatlama aktivitesi belirlenmistir (35,36).

50-100-150-200-250 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanan, seyreltilmis
kocayemis meyve orneklerinin, 1 mL’ sine 3,7 mL %96’lik etil alkol ilave edildi. Her bir 6rnege
2mM FeCly c¢ozeltisinden 0,1 mL ilave edilerek, vorteksle karistirildi. 60 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildi. 60 dakika sonunda, 0,2 mL 5 mM ferrozin eklenerek
vorteksle karigtirild. 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Ornek ve standartlarin
absorbansi, sahit olarak etil alkole kars1 562 nm de olgiildii.

Kontrol; 4,7 mL etil alkol, 0,1 mL FeCl, ve 0,2 mL ferrozin i¢ermektedir. Standart olarak
EDTA, BHA ve BHT kullanildi. Standartlarda 5 farkli konsantrasyonda (50-100-150-200-250
pg/mL) hazirlandi. Kocayemis meyve su ve etil alkol ekstraklarina uygulanan islemler sirasiyla
standartlara da uygulandi. Siire sonunda her bir standartin absorbansi, sahit olarak kullanilan
etil alkole kars1 562 nm’de okundu. Asagidaki denkleme gbre % metal selatlama etkisi degeri

hesaplandi.
Metal selatlama (%) = [ (Akontrol — Aémek) I Axontrol ] x 100

Axontrol: Kontroliin absorbansi

Aimek : Ornek ya da standartlarin absorbansi
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Toplam Flavonoid Iceriginin Tayini

Kocayemis ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid madde igerigi, Zihishan ve ark. (37)
tarafindan uygulanmis metoda gore belirlendi.

Kocayemis meyve ile yapraklarinin, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su ve
etil alkol ekstraktlarindan 10 mL alind1. Uzerine 1 mL %5°lik sodyum nitrit ilave edilerek,
karistirildi ve 6 dk bekletildi. Flavonoid-aliiminyum kompleksi olusturmak i¢in 1 mL %10’luk
aliminyum nitrat eklendi ve karistirildi. 6 dk sonra 10 mL %4,3’lilkk NaOH ilave edildi ve
toplam hacim destile su ile 25 mL’ye tamamlanarak, iyice karistirildi. Oda sicakliginda 15
dakika bekletildi. 15 dk sonra ¢ozeltinin absorbansi, sahit olarak kullanilan destile suya karsi
510 nm’de olgiildii.

Standart olarak kullanilan gallik asit ve kuersetin ¢ozeltileri 50-100-150-200-250 pg/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlandi. Gallik asit ve Kuersetin ¢ozeltilerine de bu
islemler siras1 ile uygulandi. Okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafiklerin
denklemlerinden, 6rneklerin toplam flavonoid madde miktarlart mg gallik asit/g meyve-yaprak

ekstrakt ve mg kuersetin/g meyve-yaprak ekstrakt olarak tanimlandi.

H202 Giderme Aktivitesinin Tayini

Kocayemis meyve ekstraktlarinin, hidrojen peroksit giderme yetenegi Ruch ve ark. (38)
metoduna gore ¢alisildi. Bu metotta, reaksiyon ortamina eklenen belirli miktardaki hidrojen
peroksit ¢ozeltisinin bitki ekstrakti tarafindan yikilmasi 230 nm’deki absorbans degisimiyle
izlenir.

100 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan bitki ve standart ¢ozeltilerinden deney tiiplerine
1 mL alindi. Uzerlerine 2,4 mL fosfat tamponu (0,1 M pH=7,4) ve 0,6 mL H202 (40 mM)
cozeltisi eklendikten sonra vortekslendi. Oda kosullarinda ve karanlikta 30 dakika inkiibe
edildi.

Ayrica her bir bitki ve standart 6rnegi i¢in ayr1 ayri, 1 mL 6rnek ve 4 mL fosfat
tamponundan olusan ve H>O2 igermeyen numune korleri hazirlandi. Oda kosullarinda 30 dakika
inkiibe edildi.

Kontrol olarak, 3,4 mL fosfat tamponu (0,1 M pH=7,4) ve 0,6 mL H20; ¢6zeltisi (40
mM) kullanildi. Oda kosullarinda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Kontrol i¢in kor olarak
destile su kullanildi.

30 dakika siire sonunda agik renk ¢ozeltilerin absorbanslari, hazirlanan korlere kars1 230

nm’de Ol¢iildii. Standart olarak BHA, BHT ve a tokoferol kullanildi.
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Bitki ekstraktlarinin ve standartlarin H.O> giderme aktivitesi %’si, asagidaki denklem

kullanilarak belirlendi.

H,0, giderme aktivitesi (%) = [ (Axontrol— Asrnek ) / Akontrol ] X 100
Akontrol = Kontroliin absorbansi

Aémek = Ornek ya da standartlarin absorbansi

Siiperoksit Anyon Radikalini Giderme Aktivitesinin Tayini

Kocayemis ekstraktlarinin, siiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesi, Nishimiki M.
ve ark. (39)’nin belirledigi metoda gore nitrobluetetrazolium firiinliniin spektrofotometrik
Olciimiiyle belirlendi. Deney kosullarinda NADH/PMS/O; sistemi ile iiretilen siiperoksit
radikali sar1 renkli olan NBT’yi mavi-mor renkli formazon tiirevine indirger. Siiperoksit
radikalini gideren bilesiklerden dolay: diisiik absorbans degerleri elde edilir.

1 mL 156 uM NBT ¢ozeltisine (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) ve 1 mL 468 uM
NADH ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) eklendi. Ardindan 1 mL ekstrakt veya
standart eklenerek vorteksle karistirildi. Karigima 100 pL, 60 yM PMS ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4
fosfat tamponunda) ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Karigim 25 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve
absorbansi kor olarak kullanilan destile suya karst 560 nm’de 6lgiildii.

Standart olarak o-tokoferol, BHA ve BHT kullanildi. Kontrol ¢6zeltisine ekstraktlar
yerine 1 mL su ilave edilerek ayni iglemler yapildi. Ekstraktlar ve standartlar 50-200 pg/mL

konsantrasyonlarinda hazirlandi. Asagidaki denkleme gére % inhibisyon degerleri hesaplandi.

Siiperoksit anyon Radikali Giderme Aktivitesi (%)= [ (Axontrol — Asmek ) / Akontrol ] * 100
Axontrol = Kontrollin absorbansi

Asmek = Ornek ya da standartlarin absorbansi
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DPPHe Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

DPPH serbest radikali giderme aktivitesi, DPPHe (1,1 difenil-2-pikrilhidrazil) radikali
kullanilarak Blois’in metoduna gore ¢alisildi (40). Metod ekstraktlarin bir proton veya bir
elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢ozeltisinin renginin saritya dogru agmasi
esasina dayanir. Reaksiyon karigiminin absorbansinin diismesi yliksek serbest radikal giderme

aktivitesinin bir gostergesidir (41,42).

O,N 0O,N
R
N—N NOo, + RY——— N—N NO,
O,N O,N
Difenilpikrilhidrazil (serbest radikal) Difenilpikrilhidrazin (nonradikal)

Sekil 13. DPPH radikalinin indirgenmesi (43).

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlari ile standartlarimin, 50-150-250 pg/mL
konsantrasyonlarinda ti¢ farkli ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt ve
standart ¢oOzeltilerden 3’er mL alinarak, tizerlerine 1 mL 0,1 mM DPPH eklendi. Vorteksle
karistirildiktan sonra 25 °C’de, karanlikta 30 dk bekletildi. Absorbanslari 517 nm’de kor olarak
etil alkol kullanilarak okundu.

Kontrol olarak 3 mL etil alkol ve 1 mL 0,1 mM DPPH ¢6zeltisi kullanildi. Standart
olarak BHA, BHT, a-tokoferol kullanildi. Asagidaki denkleme gore % DPPH radikali giderme

aktivitesi hesaplandi.
DPPH radikali giderme aktivitesi % = [ (Akontrol — Asmek ) / Akontrol ] X 100

Axontrol = Kontroliin absorbansi

Asmek = Ornek ya da standartlarin absorbansi
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ABTSe" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Kocayemis ekstraktlarnin ABTSe" radikali giderme aktivitesi Yong ve ark. (44)
tarafindan uygulanan metoda gore belirlendi. Antioksidan aktivitenin taranmasi i¢in uygulanan
bu yontem, flavonoidler, hidroksisinamatlar, karotenoidler ve plazma antioksidanlar dahil
olmak tizere hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlara uygulanabilen bir renk giderici
tahlil olarak kullanilir. 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) 'in 6nceden
olusturulmus radikali (ABTS %), ABTS'nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu ile iiretilir ve
bu tiir, hidrojen veren antioksidanlarin varliginda indirgenir (44). Calismada temel olarak,
ABTS cozeltisine, bitki ekstresi veya standart ¢ozelti ilavesinden sonra, bitki veya standart
cozeltilerde bulunan antioksidanlarin, ABTS radikal katyonunu, inhibisyonu nedeni ile belli bir
yiizdede yok etmekte ve absorbsorbans da azalmaktadir.

ABTS radikali giderme deneyinin yapilisginda, 7 mM ABTS c¢ozeltisi ve 2,45 mM
potasyum persiilfat ¢ozeltilerinden 25°er mL karistirilip, 12-16 saat oda sicakliginda karanlikta
bekletilerek, mavi-yesil renk ABTSe" radikali ¢6zeltisi elde edildi. Kullanilmadan 6nce, ABTS
¢ozeltisinin absorbansi, 0.1 M fosfat tamponuyla (pH=7.4), 734 nm’de 2,00+£0.025 olacak
sekilde seyreltildi. Bu ¢6zelti giinliik olarak hazirlandi.

1 mL ABTS ¢ozeltisine farkli derisimlerde (50-100-150-200-250 pug/mL) hazirlanan 3
mL meyve ve yaprak ekstraktlar1 eklendi. Oda sartlarinda, 30 dk karanlikta bekletildikten sonra
734 nm’de saf suya kars1 absorbanslart okundu. Ayni islemler standart olarak kullanilan; BHA,
BHT ve a-tokoferol ¢ozeltileri iginde uygulandi. Kontrol olarak, 1 mL ABTS ve 3mL etil alkol
kullanildi.

Bitki ekstraktlarinin ve standartlarin ABTS giderme aktivitesi, asagidaki denklem

kullanilarak belirlendi.

ABTS Radikal Giderme Aktivitesi(%) = [(Akontrol — Asnek ) / Akontrol ] X 100
Axontrol = Kontroliin absorbansi

Asmek = Ornek ya da standartin absorbansi
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Toplam Ferrik Iyonlarim (Fe®*) indirgeme Kapasitesinin Tayini

Demir, organizmada, oksijen tasinmasi ve oksido-rediiksiyon tepkimelerinde gorevlidir.
Viicutta, demirin (Fe?*) biiyiik ¢ogunlugu hemoglobin ve miyoglobinde hem grubunda bulunur.
Viicuda diyetle alman demir; besinlerde Fe?* ve Fe** seklinde bulunur. Serbest demirin, ¢ok
diisiik konsantrasyonlart bile toksik etki gosterir. Serbest demirin en ciddi toksisitesi, fenton
reaksiyonlart ile hidroksil radikalini meydana getirdigi i¢in son derece zararhidir (45).
Kocayemis numune ve standartlarin toplam indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu metoduna gore
yapildi1 (46). Bu yonteme gore ortamdaki indirgen madde, Fe®* iyonlarin1 Fe?* iyonlarina
indirgeyerek FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi renginde olan kompleksin absorbansi, 700
nm’de UV-Goriiniir Alan Spektrofotometresinde ol¢iiliir. Karigimin absorbansindaki artis,
numunenin indirgeme giicii ile dogru orantilidir. Yani, yiliksek absorbans degeri yiiksek
indirgeme kapasitesinin bir gostergesidir (47).

1 mL ekstrakta veya standarta, 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,6) ve 2,5 mL %1’lik
K3sFe(CN)e eklenerek, vortekslendi. Karigim su banyosunda 50 °C’de 20 dk inkiibe edildikten
sonra 2,5 mL %10’luk TCA eklendi ve 2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi
¢Ozeltinin Uist tabakasindan 2,5 mL alinarak, tizerine 2,5 mL destile su ve 0,5 mL %0,1°lik FeCl3
¢oOzeltisi ilave edildi. Cozelti vortekslenerek karistirildi. 700 nm’de kor olarak kullanilan fosfat

tamponuna karsi absorbanslar 6l¢iildii. Standart olarak BHA, BHT ve a-tokoferol kullanild:.

Karotenoid Tayini
Kocayemis meyvesindeki karotenoid igeriginin tayini Alasalvar ve ark. (48) tarafindan
kullanilan yontem modifiye edilerek yapildi.

500 mg kuru kocayemis meyve Ornegi Ogiitiicii ile kiigiik pargalara ayrildi. Numune
aseton-su (9:1 v/v) karisiminin 5 mL’si ile ekstrakte edildi. Meyve ekstresi, 10 dk 3000 rpm’de
santrifiijlendi. Acik renkli siipernatant alindi, karanlikta 4 °C’de bekletildi. Kalan ¢okelek, 3
mL aseton-su (9:1 v/v) karisimu ile ekstrakte edildi. Islem renksiz oluncaya kadar (5-6 kez)
tekrarlandi.

Ekstraktlar birlestirildi. Ekstraklarin sahit asetona kars1 471 nm’de absorbans Ol¢iimii
yapildi. Asagidaki denkleme gore toplam karotenoid madde miktarinin % degeri hesaplandi.

Toplam Karotenoid Igerigi (%): Amax x 25ml aseton x 100 /6rnek agirligi (mg)
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Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile Toplam Antioksidan
Aktivite Tayini

FTC metodu ile toplam antioksidan aktivite tayininde, linoleik asit oksidasyonu
olusturulurak oksidasyon sonucu olusan peroksitleri 6lgme temeline dayanir. Belirli zaman
araliklan ile inkiibasyondaki karisimdan 6rnekler alinip spektrofotometrik 6l¢iim yapilir ve
peroksitlerin olusumu takip edilir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek peroksit konsantrasyonunu
ifade eder. Analiz Mitsuda ve ark. (49) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek

uygulanmustir. Yontemde olusan peroksitler Fe?* iyonlarin1 Fe®*’

e yiikseltger. Olusan Fe®*
tiyosiyanat ile reaksiyona girerek 500 nm’de maksimum renge sahip (agik kirmizi tonlar) bir
kompleks olusturur.

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlari ile standart ¢ozeltilerin 1 mL’sine 1,5 mL fosfat
tamponu (0,04 M, pH=7.4) ve 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklenerek ¢ozeltiler vorteksle
karistirildi. Sonra ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de 50 rpm’de karanlikta inkiibe edildi.

12 saat sonra, farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerden 0,1’er mL alinip iizerine 3,7 mL
%75’1ik etil alkol ve 0,1 mL %30’luk NH4SCN eklendi. Cozeltiler vorteksle karistirildi. 3 dk
sonra reaksiyon karigimlarina 0,1 mL FeClz (20 mM) ¢ozeltisi eklendi. Vorteksle karigtirildi. 5
dk sonra olusan rengin absorbansi, kor olarak destile suya karst 500 nm’de okundu. Bu
okumalar 12 saat ara ile tekrarlandu.

Kontrol olarak, antioksidan madde igermeyen 2,5 mL fosfat tamponu (0,04 M, pH=7) ve
2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu kullanildi. Kontrol de ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de 50
rpm’de karanlikta inkiibe edildi. Ekstraktlar ve standart ¢ozeltilere uygulanan islemler kontrol
icin de ayni sira ile uygulandi. Kontroliin absorbansi da kor olarak destile suya kars1 500 nm’de
okundu. Bu okumalar 12 saat ara ile tekrarlandi.

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlart 50-150-250 pg/mL konsantrasyonlarda,
standart ¢ozeltileri de 250 pg/mL konsantrasyonda hazirlandi. Standart olarak BHA, BHT ve

o-tokoferol kullanildi.

Lipid peroksidasyonu inhibisyonu (%0) = [ 1- (Asrnek/ Akontrol )] x 100
Axontroi= Kontroliin maksimuma ulastig: inkiibasyon anindaki verdigi absorbans degerini
Asrnek = Kontrol degerinin maksimuma ulastig1 inkiibasyon anindaki ekstrakt ya da
standartlarin verdigi absorbans degerini ifade eder.
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Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) Yontemi ile Fenolik Madde
Analizi

Kromatografi bir karisim igerisindeki bilesikleri birbirinden ayirmak ve maddeleri
saflastirmak i¢in kullanilan bir yontem olup amaci, hedef numunenin ayriminin yapilmasi ve
miktarinin 6l¢iilmesidir. Bu yontem, ¢esitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir
faz tlizerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siirliklenmeleri esasina dayanir. Farkl
alanlarda ve cesitli yontemlerle kullanilan kromatografinin en 6nemli, etkin ve yaygin kullanim
alanina sahip olami ise Likit Kromatografi temeline dayanan yiiksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) ve Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometri (LC-MS/MS) cihazlaridir
(50).

LC-MS/MS s1v1 kromatografi temeline dayanan bir yontem ve cihazdir. Caligmalarda
metot yazarken HPLC-UV, HPLC-FLD, HPLC-MS seklinde gosterimlere rastlanabilir. Aslinda
LC-MS/MS cihazint HPLC cihazinin bir alt tiirii gibi tanimlayabiliriz. Fakat kiitle

dedektoriiniin yiiksek 6zellikleri sayesinde farkli bir yontem veya cihaz olarak anilmaktadir.

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii
partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt ederek Olgme

esasina gore ¢alisan cihazlardir.

Sekil 14. LC-MS/MS(Agilent Technologies 6460 Triple Quad)
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Calismada Sekil 14’te goriilen LC-MS/MS (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi/
Swirali Kiitle Spektrofotometresi) cihazi kullanilmistir. Yontem TUTAGEM tarafindan
calisilmistir. Calismada Bayram N. ve ark. (51) tarafindan gelistirilen metod kullanilmustir.

Calismada LC-MS/MS yontemi, kullanilan standart maddeler yardimiyla, analizi yapilan
kocayemis meyve-su /meyve-alkol/ yaprak-alkol 6rneklerinin, hangi fenolik bilesikleri igerdigi

ve bunlarin miktarlarini tayin etmede kullanilmistir.
Istatistik Analizler

Yapilan tiim deneylerde ii¢ paralel dl¢iim alinarak, standart sapmalar hesaplandh. Istatistik

degerler ve grafikler Windows 10 Excel ve SPSS 25 Paket Programi kullanilarak hazirlanmistir.

32



BULGULAR

Kocayemis meyvesi i¢in etil alkol ve su ekstraktlarinin, kocayemis yapragi igin etil alkol
ekstraktinin antioksidan 6zellikleri, ¢esitli metodlar uygulanarak, incelendi.

Kocayemis meyvesiyle hazirlanan su ve etil alkol ekstraktlarinda bilesiklerin verimleri
kurutulmus ekstrakt cinsinden sirasiyla 483,44 ve 305,44 mg/g olarak, yapragi ile hazirlanan
etil alkol ekstraktinin veriminin 156,32 mg/g olarak hesaplandi. Tablo 2’de goriildiigii tizere en

yiiksek verimin kocayemis-su ekstraktinda oldugu sonucuna varilmustir.

Tablo 2. Kocayemisin ekstrakt verimleri

Ekstrakt Meyve-Su Meyve-Etil alkol | ¥ 2Prak-EHl
Ham Madde (g) 25 o5 o5
Eksfcra_kswon 483.44 305,44 156,32
Verimi (mg/g)

Ekstraksiyon
Verimi (%) 48,344 30,544 15,632

TOPLAM FENOLIK BILESIK (TPC) TAYINi

Kocayemis meyvesinin, etil alkol ve su ekstraktlari ile kocayemis yapraginin etil alkol
ekstraktinda bulunan, toplam fenolik madde miktarinin tayini i¢in Folin-Ciocalteu reaktifi
(FCR) kullanmildi. Bu yonteme gore ekstraktlarin igerdigi toplam fenolik madde miktarinm

belirlemek i¢in gallik asit ve pirokatesol grafikleri hazirlandu.
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Sekil 15°teki gallik asit standart grafiginden elde edilen formiil kullanilarak, kocayemis
meyve ve yaprak ekstraktlarinin igerdigi, toplam fenolik madde miktarlari, gallik asit esdegeri
(GAE) olarak belirlendi.

Absorbansso nm) = 0,0011 [Gallik Asit] - 0,0101

0,600

y=0,0011x-0,0101
R?=0,9967

0,500

0,400

0,300

Absorbans

0,200

0,100

0,000

0 100 200 300 400 500 600
Gallik Asit (ug/mL)

Sekil 15. Gallik asit standart grafigi

Sekil 16’daki pirokatesol standart grafiginden elde edilen formiil kullanilarak, kocayemis
meyve ve yaprak ekstraktlarinin igerdigi, toplam fenolik madde miktarlari, pirokatesol esdegeri
(PKE) olarak saptanda.

Absorbanszsonm) = 0,0011 [Pirokatesol] + 0,0204
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Sekil 16. Pirokatesol standart grafigi

Sekil 17.°de gortldiigli gibi kocayemis meyvesinin etil alkol ekstraktinin 26,10+0,74
mg/g, su ekstraktinin 49,10£1,97 mg/g ve yapraginin etil alkol ekstraktinin ise 161,10+3,02
mg/g gallik asit esdegeri olarak fenolik madde bulundurdugu belirlendi.

180,00 A
161,10 £3,02
160,00
140,00
120,00
100,00
80,00 -
60,00 -+ 49,10 +1,97

40,00 -

Gallik Asit Ekivalent mg/g Ekstrakt

26,10 0,74

20}00 - -

Meyve- alkol (MA) Meyve-su(MS) Ya pr ak-alkol(YA)
Kocayemis Extraktlarinin Gallik Asit Esdegeri Cinsinden Fenolik Madde icerikleri

Sekil 17. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarinin gallik asit esdegeri cinsinden

fenolik madde icerikleri
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Sekil 18.’te goriildiigii gibi kocayemis meyvesinin etil alkol ekstraktinin 4,40+£0,81 mg/g,
su ekstraktinin 18,60+0,47 mg/g ve yapragmin etil alkol ekstraktinin 130,60+2,94 mg/g
pirokatesol esdegeri olarak fenolik madde i¢erdigi belirlendi.

140,00 - 130,60+2,94
£ 120,00 1
m
&
o5 100,00 1
="}
2
= 8000 A
=
@
©
2 6000 -
(T}
©
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& 4000 A
£
2 18,60+0,47
S 2000 - I
4,40£0,81
0,00
Meyve- alkol (MA) Meyve-su({MS) Yaprak-alkol(YA)
Kocayemis Extraktlarinin Pirokatesol Esdegeri Cinsinden Fenolik Madde
icerikleri

Sekil 18. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarinin pirokatesol esdegeri olarak

fenolik madde icerikleri

Standart grafikler yardimiyla gallik asit esdegeri olarak kocayemis meyve ve yaprak
ekstraktlarinin igerdigi fenolik madde miktarlarinin, 26,10+0,74 - 161,10+£3,02 mg/g ve
pirokatesol esdegeri olarak 4,40+0,81 — 130,60+2,94 mg/g arasinda degistigi belirlendi (Sekil
17 ve Sekil 18).

DEMIR (IT) IYONLARINI SELATLAMA AKTiVITESI

Kocayemis meyve ve yapraklarmin Fe?* iyonlarmi selatlama aktivitesi, standart olarak
EDTA, BHA ve BHT kullanilarak belirlendi (Sekil 19).

Sekil 19’ daki grafikten de anlasilacag iizere, kocayemis meyve ekstraktlarmin, metal

selatlama kapasitesinin konsantrasyona bagli olmadigi gozlendi.
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Sekil 19. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarinin metal selatlama kapasiteleri (%0)

Tablo 3’te gorildigi iizere, standartlarda EDTA’nin tiim konsantrasyonlarda metal

selatma aktivitesinin yiliksek oldugu belirlendi.

Tablo 3. Standartlarin farkh konsantrasyonlarmmin Demir (IT) iyonlarimi selatlama

kapasiteleri (%0)

Standartlar 50 pg/mL 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
BHA %0,45+0,02 %5,73£0,13 | %2,01+£0,45 |%0,45+£0,06 |%10,65+0,28
BHT %29,27+0,74 | %11,98+0,57 | %31,56+0,88 |%33,74+0,46 | %17,4+0,13

EDTA %60,61£0,93 | %80,93£0,49 | %95,83+0,84 |%97,99+0,73 | %98,66+0,21
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Tablo 4’te goriildiigii lizere Kocayemis meyve ekstraktlarinin 50-200 pg/mL
konsantrasyonlarinda metal selatlama aktivitesi sirastyla MS>MA oldugu, 250 pg/mL
konsantrasyonda ise MA>MS oldugu belirlendi.

Tablo 4. Kocayemis meyve ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarmmin Demir (I1)

iyonlarim selatlama kapasiteleri (%)

Kocayemis
ekstraktlar 50 pg/mL | 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
Me%‘ﬁf)'k‘)' 911,8120,23 | %1,170,08 |%17,5160,24 | %2,340,06 | %14,27:£0,04

Meyve-Su (MS) | %19,98+0,67 | %6,38+0,54 |%22,72+0,31 | %16,68+0,49 | %11,92+0,23

TOPLAM FLAVONOID iCERiGININ BELIRLENMESI

Kocayemis meyvesinin etil alkol ve su ekstraktlari ile kocayemis yapraginin etil alkol
ekstraktindaki toplam flavonoid igerigini belirlemek amaciyla gallik asit ve kuersetin kullanildi.
Gallik asit ve kuersetin standart grafikleri olusturuldu (Sekil 20 ve Sekil 21). Ekstraktlarin
icerdigi toplam flavonoid miktar1 gallik asit esdegeri (GAE) ve Kuersetin esdegeri (QUE)
cinsinden belirlendi.

Sekil 20’de gallik asit standart grafigi denklemi y= 0,0008x — 0,0063 olarak bulundu.

Hesaplama asagidaki formiile gore yapildi.

Absorbansionm) = 0,0008 [Gallik asit] — 0,0063

0,25 1
0.2 y = 0,0008x - 0,0063
a R?=0,9918 °
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S 0,15 -
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.".
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.'.'..
0 ‘ .... T T T T T 1
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Gallik Asit (ng/mL)

Sekil 20. Gallik asit standart grafigi
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Sekil 21°de kuersetin standart grafigi denklemi y= 0,0015x + 0,0352 olarak bulundu.
Hesaplama asagidaki formiile gore yapildu.
Absorbansio nm) = 0,0015 [Kuersetin] + 0,0352

0,50

0,45 ([ ]
y =0,0015x + 0,0352

2 _
0,40 R*=0,9237

0,35
0,30 e
0,25 e

0,20
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0,00 &
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Sekil 21. Kuersetin standart grafigi

Kocayemis meyvesinin etil alkol ve su ekstraktlar1 ile kocayemis yapragmin etil alkol
ekstraktlarindan elde edilen degerler gallik asit ve kuarsetin grafiklerindeki denklemler
kullanilarak, gallik asit ve kuersetin esdegeri olan flavonoid bilesiklerine ait degerler
hesaplandi. Sonuglar Sekil 22 ve Sekil 23°te gosterildi.

Sekil 22°de goriildiigii lizere, kocayemis meyvesinin etil alkol ve su ekstraktlarinin gallik
asit esdegeri olarak flavonoid madde igerigi sirasiyla 90,88+0,74 ve 242,1340,21 mg/g olarak
belirlendi. Kocayemis yapraginin etil alkol ekstraktinin gallik asit esdegeri olarak flavonoid

madde icerigi 782,13+1,02 mg/g olarak hesaplandi.
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Sekil 22. Kocayemis ekstraktlarinin gallik asit esdegeri olarak flavonoid madde icerikleri

Sekil 23°te gorildiigii iizere, kocayemis meyvesinin etil alkol ve su ekstraktlarinin
kuersetin esdegeri olarak flavonoid madde igerikleri sirasiyla 29,20+0,42 ve 109,87+0,25 mg/g
olarak belirlendi. Kocayemis yapraklariin etil alkol ekstraktinin kuersetin esdegeri olarak

flavonoid madde igerigi 397,87+0,83 mg/g olarak belirlendi.

450 r 397,87+ 0,83
400 |
350 |
300 |
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200 |
150 |

109,87+ 0,25
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50 29,20+ 0,42
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Sekil 23. Kocayemis ekstraktlarinin kuersetin esdegeri olarak flavonoid madde icerikleri
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H:02 GIDERME AKTIVITESI

Kocayemis meyve etil alkol ve su ektraktlar1 ile kocayemis yapraginin etil alkol
ekstraktinin, hidrojen peroksit giderme yetenegi Ruch ve ark. (39) metoduna gore galisildi.

Sekil 24°te goriildiigii lizere kocayemis meyvesinin etil alkol, su ve yaprak etil alkol
ekstraktinin 100ug/mL konsantrasyonundaki H2O» giderme aktivitesi sirasiyla; %54,4+0,32,
%60,62+0,54, %16,06+0,19 olarak belirlendi.

Sekil 24’te goriildiigli {izere standart olarak kullanilan BHA, BHT, a-Tokoferol

100pg/mL konsantrasyonundaki H2O2 giderme aktivitesi sirasiyla; %9,8440,17, %60,62+0,29,
%46,63+0,43 olarak belirlendi.

70

60,62+ 0,29 60,62+ 0,54
60
54,4+ 0,32

50 46,63+0,43
40

30

H,0, Giderme Aktivitesi %

16,06+ 0,19
9,84 +0,17
) l
0
BHA BHT a-Tokoferol ~ Meyve-etil alkol Meyve-Su (MS) Yaprak-etil alkol
(MA) (YA)

Sekil 24. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar ile standartlarm H20: giderme
aktiviteleri (%)

Sekil 24°teki grafikten yararlanarak, standartlarin ve kocayemis meyve ve yaprak
ekstraktlarinin H>0> giderme aktivitesi kiyaslanacak olursa

BHT>MS>MA>aTokoferol>YA>BHA seklinde oldugu goriilmiistiir.
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SUPEROKSIT RADIKALI GIDERME AKTIVITESI

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarinin siiperoksit radikalini giderme aktivitesini
belirlemek i¢in standart olarak BHA, BHT kullanilarak, siiperoksit radikali giderme aktivitesi
(%) grafigi olusturuldu (Sekil 25).
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Sekil 25. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarimin siiperoksit radikali giderme

aktiviteleri (%)

Sekil 25’ten anlagilacagi tizere konsantrasyon artisi ile birlikte radikal giderme
aktivitesinde sapmalar oldugu ve sonu¢ olarak siiperoksit radikali giderme aktivitesinin

degerinin konsantrasyona bagli olmadig1 sonucuna varildi.

Tablo 5. Standartlarin farklh konsantrasyonlarmin siiperoksit radikali giderme

aktiviteleri (%)

Standartlar 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL
BHA %78,12+0,91 %78,12+0,64 %83,33+0,74 %86,46+0,58
BHT %73,96+0,62 %68,75+0,48 %46,88+0,27 %7,29+0,06
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Kocayemis meyvesinin su ekstraktinin 50-100-150-200 pg/mL konsantrasyonlarinin
stiperoksit radikali giderme aktivitelerinin sirastyla %77,08+0,85, %77,08+0,19, %76,04+0,24,
%73,96+0,57 oldugu belirlendi.

Kocayemis  meyvesinin  etil  alkol  ekstraktinin ~ 50-100-150-200  pg/mL
konsantrasyonlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla %80,21+0,72,
%78,13+0,36, %78,13+0,81, %79,17+0,96 oldugu tespit edildi.

Kocayemis  yapragimin  etil  alkol  ekstraktinin ~ 50-100-150-200  ug/mL
konsantrasyonlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla %51,04+0,21,

%31,25+0,42, %78,13+0,81, %22,92+0,31 oldugu belirlendi.

DPPH+ RADIKALI GIDERME AKTIiVITESININ TAYINI

Kocayemis meyve ve yapragmmn, serbest radikal giderme etkileri DPPH radikali
kullanilarak tayin edildi. Standart madde olarak BHA, BHT ve a-tokoferol kullanildi.

Sekil 26’da goriildigii tizere, ekstraktlarin konsantrasyonunun artisi ile birlikte artan

radikal giderme etkisi sergiledigi saptandi.

[<2]
o
T

(%)

50
=@=-=BHA
40 | =@=—BHT
o Tokoferol

w
o
T

=@=\ieyve-Alkol (MA)
==@==[Vleyve-Su ( MS)

N
o
T

Yaprak-Alkol(YA)

DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

=
o
T

0 1 1 ]
0 50 150 250

Konstrasyon pg/ml

Sekil 26. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar ile standarlarin DPPHe radikali

giderme aktiviteleri (%0o)
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Tablo 6. DPPHe radikali giderme aktivitesinde kullanilan standart ¢ozeltilerinin

radikal giderme aktiviteleri (%)

Standartlar 50 pg/mL 150 pg/mL 250 pg/mL

a-tokoferol %47,11+0,60 %53,72+0,42 %52,07+0,87
BHA %47,93+0,69 %48,76+0,84 %47,93+0,93
BHT %44,63+0,16 %44,63+0,43 %47,93+0,48

Kocayemis meyvesinin su ekstraktinin 50-150-250 pg/mL konsantrasyonlarinin DPPHe
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla %34,71+0,28, %46,28+0,69, %54,55+0,82 oldugu,
kocayemis meyvesinin etil alkol ekstraktinin 50-150-250 pg/mL konsantrasyonlarinin DPPHe
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla %36,36+0,38, %62,81+0,53, %63,64+0,45 oldugu,
kocayemis yaprak etil alkol ekstraktinin 50-150-250 pg/mL konsantrasyonlarinin DPPHe
radikali giderme aktivitelerinin ise sirasiyla %55,37+0,16, %60,33+0,48, %60,33+0,54 oldugu
belirlendi.

Tablo 7 ve Tablo 8’de DPPHe radikalinin %50’sinin giderilmesi i¢in gereken antioksidan

konsantrasyonu olan ECso degeri kocayemis ekstraktlari ve standartlar igin hesaplandi.

Tablo 7. Kocayemis ekstraktlarnin DPPHe radikali giderme aktivitesi verilerinden

yararlamlarak hesaplanan ECso degerleri

ECso (ng/mL)
Ekstraktlar
Kocayemis meyve-su Kocayemis meyve-etil alkol Kocayemis yaprak-etil
alkol
38,12+0,79 41,13+0,87 29,43+0,68
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Tablo 8. Standartlarin DPPHe radikali giderme aktivitesi verilerinden yararlamlarak

hesaplanan ECso degerleri

ECso (ng/mL)

Standartlar

a-tokoferol BHA BHT

25,78+1,07 24,78+0,72 27,12+0,94

Tablo 7°’de goriildigi gibi, en diisik ECso degerinin kocayemis yaprak-etil alkol
ekstraktinda oldugu, dolayisiyla en yiiksek radikal giderme aktivitesine yaprak-etil alkol

ekstraktinda rastlandig1 saptandi.

ABTS+* RADIKALI GIDERME AKTIVITESININ TAYINI
Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar1 ile standartlarin  50-200 pg/mL
konsantrasyonlarinda calisildi. Sekil 27°de goriildiigli {lizere, ekstraktlarin ve standartlarin

konsantrasyona karst ABTSe<" radikali giderme aktivitesi grafigi ¢izildi.
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Sekil 27. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar ile satandartlarin ABTSe* radikali

giderme aktiviteleri (%)
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Sekil 27’de ve Tablo 9’da gorildiigii gibi ABTSe" radikali giderme aktivitesi
konsantrasyona bagli olmadigi, diisiik konsantrasyon degerinde (50 pg/mL) kocayemis-su
ekstrakti hari¢ diger ekstraktlarin ve standartlarin daha fazla radikal temizleme o6zelligi

gosterdigi, artan konsantrasyonlarda ise etkinliginin degismedigi belirlendi.

Tablo 9. Standart cozeltilerin ABTSe* radikali giderme aktiviteleri (%0)

Standartlar 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL
BHA %73,04+0,65 %39,65+0,17 %41,34+0,63 %41,19+0,42
BHT %66,96+0,32 %39,50+0,64 %40,31+0,37 %33,41+0,78

a-tokoferol %49,85+0,09 %41,63+0,45 %44,49+0,28 %37,52+0,56

Kocayemis meyvesinin su ekstraktinin 50-100-150-200pg/mL konsantrasyonlarinin
ABTS-" radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla %86,12+0,77, %96,69+0,82, %98,60+0,78,
%99,6340,65 oldugu, kocayemis meyvesinin etil alkol ekstraktinin 50-100-150-200ug/mL
konsantrasyonlarmin ABTSe" radikali giderme aktivitelerinin ise sirasiyla %83,90+0,91,
%38,40+0,76, %35,40+0,48, %33,77+0,47 oldugu, kocayemis yapraginin etil alkol ekstraktinin
50-100-150-200pg/mL konsantrasyonlarinin ABTS«" radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla
%47,14+0,43, %36,20+0,83, %34,95+0,43, %37,81+£0,32 oldugu belirlendi.

TOPLAM FERRIK IYONLARINI (Fe?*) INDIRGEME KAPASITESININ
TAYINI

Kocayemis meyve ve yapraklarmin Fe™ indirgeme kapasitesini tayin etmek iizere
ekstraktlarin 50-100-150-250 pg/mL konsantrasyonlart kullanildi. Kocayemis meyve ve
yapraklarinin Fe3*’ii indirgeme kapasitesini belirlemek igin standart olarak BHA, BHT ve a-
tokoferol ile ¢alisildi.

Sekil 28’de goriildiigii lizere standart ve ekstraktlarin konsantrasyon-absorbans

grafikleri olusturuldu.
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Sekil 28. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarnmn Fe®*’ii Fe’"’ye indirgeme

kapasiteleri
Sekil 28’de ve Tablo 10’de gorildiigi gibi indirgeme kapasitesi tayininde kocayemis
ekstraktlarinin, standartlarla karsilagtirmasi yapildiginda, standartlardan daha yiiksek aktiviteye

sahip olmadig1 gozlendi.

Tablo 10. Standart ¢ozeltilerin Fe** iyonlarimi indirgeme kapasiteleri

Standartlar 50 pg/mL | 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
a-tokoferol | 0,355+0,021 | 0,448+0,085 | 0,550+0,094 | 0,701+0,054 | 0,726+0,081
BHA 0,693+0,048 | 0,986+0,087 | 1,371+0,098 | 1,630+0,088 | 1,848+0,056
BHT 0,599+0,053 | 0,815+0,034 | 1,034+0,081 | 1,175+0,091 | 1,273+0,072
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Kocayemis meyvesinin su ekstraktinin 50-100-150-200-250 pg/mL konsantrasyonlarinin
Fe3* iyonlarmi indirgeme kapasiteleri sirasiyla 0,172+0,017, 0,190+0,009, 0,192+0,012,
0,195+0,003, 0,253+0,028 oldugu, kocayemis meyvesinin etil alkol ekstraktinin 50-100-150-
200-250 pg/mL konsantrasyonlarmin Fe®* iyonlarini indirgeme kapasiteleri sirasiyla
0,235+0,021, 0,245+0,017, 0,264+0,015, 0,284+0,018, 0,305+0,013 oldugu, Kocayemis
yapragmin etil alkol ekstraktinin 50-100-150-200-250 pg/mL konsantrasyonlarmin Fe®*
iyonlari1 indirgeme kapasiteleri ise sirastyla 0,376+0,024, 0,470+0,016, 0,645+0,027,
0,698+0,019, 0,852+0,016 oldugu bulundu.

KAROTENOID iCERIKLERININ BELIRLENMESI

Kocayemis meyvesindeki karotenoid igeriginin belirlenmesi igin Alasavar ve ark. (40)
tarafindan gelistirilen metod kullanildx.

Kocayemis meyvesinin kuru halinin 500 mg’1 ile yapilan g¢alismada, karotenoid

miktarinin % 4,46 oldugu belirlenmistir.

LINOLEIK ASIT SISTEMINDE FERRIK TIYOSIYANAT (FTC) METODU iLE
TOPLAM ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINi

Deneyde ekstraktlarin dogal ve kimyasal antioksidanlarla karsilagtirmali olarak lipid
peroksidasyonunu azaltma yoniindeki etkisi incelendi. Ekstraktlar ve standartlar igin elde edilen
degerler buna gore yorumlandi. Peroksidasyon islemi 12 saatte bir 6l¢iim alinarak 84 saat
slireyle izlendi ve kontroliin absorbans degerinin maksimum anindaki degerlerden hareketle
ekstraktlarin ve standartlarin grafikleri ¢izildi (Sekil 29 ve Sekil 30).

Yapilan calismada Kocayemis meyve su ekstraktinin degerleri, anlamli bulunmadigi i¢in

dahil edilmemistir.

Sekil 29 ve Sekil 30°da kullamlan kisaltmalar:

MA-50: 50 ng/mL Konsantrasyonda Meyve-etil alkol ekstrakti
MA-150: 150 pg/mL Konsantrasyonda Meyve-etil alkol ekstrakti
YA-50: 50 pg/mL Konsantrasyonda Yaprak-etil alkol ekstrakti
YA-150: 150 pg/mL Konsantrasyonda Meyve-etil alkol ekstrakti
YA-250: 250 pg/mL Konsantrasyonda Meyve-etil alkol ekstrakti
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Sekil 29. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar1 ile standartlarin linoleik asit

peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 30. Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar1 ile standartlarin lipid

peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri
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Sekil 30’da gorildigi lizere, kocayemis meyvesinin ve yapraklarinin etil alkol
ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirasiyla MA-50 igin %35,27+0,13, MA-150 i¢in
%26,22+0,24, YA-50 i¢in %42,00+£0,67, YA-150 igin %42,69+0,22, YA-250 igin
%45,71+0,34, standart olarak kullanilan BHA, BHT ve a-tokoferolin 250 pg/mL
konsantrasyonda lipid peroksidasyonlari ise sirasiyla %45,71£0,26, %56,15+0,37,
%49,42+0,67 olarak belirlendi.

LC-MS/MS YONTEMI iLE FENOLIK MADDE ANALIZi

Kocayemis meyve-etil alkol, meyve-su ve yaprak-etil alkol ekstraktinin fenolik madde
analizi TUTAGEM tarafindan yapildi. Toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesinde
Kocayemis meyve-etil alkol (KMA), Kocayemis meyve-su (KMS) ve Kocayemis yaprak- etil
alkol (KMA) ekstraktlar1 kullanilmistir. Ekstraktlarin igerdigi fenolik madde miktar1 ng/mL
olarak belirlenmistir. Deney sonuglarinda elde edilen degerler Tablo11, 12, 13, 14, 15, 16 ile
Sekil 31, 32, 33, 34, 35, 36°da belirtilmistir.
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Tablo 11. Kocayemis meyve-etil alkol ekstraktindan elde edilen fenolik maddeler ve

konsantrasyonlari

Bilesikler Alikkonma siiresi Yanmt Final
konsantrasyon(ng/mL)

Gallik asit 1,711 199426 21209,2125
Protokateuik asit 1,880 18976 3393,2720
zé?t-Dlhldroka benzoik 2,068 556 307,0106
Klorojenik asit 2,936 104 19,4332
Salisilik asit 3,010 693 51,8352
Siringik asit 3,075 130 239,5021
Katesin 3,081 9698 6081,3847
Kafeik asit 3,050 666 43,2206
Gibberellik asit 3,248 0
Rutin 3,187 1497 411,6836
Tirozol 3,187 104 684,3121
Narinjin 3,272 165 72,2839
Florizin 3,391 3398 250,9662
Oleropin 3,315 0
iﬁldroksnrans sinamik 3,262 0
p-kumarik asit 3,262 969 291,8486
Sinapik Acid 3,521 0
Indol-3-asetik asit 3,623 0
Absisik asit 3,588 6868 3620,1697
Etil gallat 3,320 178595 12973,0054
Trans Ferulik asit 3,278 39 12,9655
Verbascoside 3,550 0
Mirisetin 3,434 1787 1762,9649
Jasmonik Acid 3,682 55 17,1843
Propil gallat 3,463 553 43,2856
Apigenin 3,689 0
Kuersetin 3,553 12412 12533,5986
Resveratrol 3,850 0
Ellajik asit 3,907 0
Kemferol 3,655 81 131,5883
Lutolein 3,596 145 4,7281
[zorhamnetin 3,510 6860 11639,2030
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Tablo 12. Kocayemis meyve-su ekstraktindan elde edilen fenolik maddeler ve

konsantrasyonlari
Bilesikler Alslg(r):s?a Yanit Final Konsantrasyonu(ng/mL)
Gallik asit 1,744 75475 7969,7104
Protokatekuik Asit 1,914 39359 7064,4965
zé?t-Dlhldroka benzoik 2,043 909 4737714
Klorojenik asit 2,986 135 25,1920
Salisilik asit 3,027 430 32,1517
Siringik asit 3,041 129 237,8791
Katesin 3,081 9454 5929,3533
Kafeik asit 3,042 533 34,6037
Gibberellik asit 3,088 0
Rutin 3,204 2170 593,3890
Tirozol 3,195 75 499,0307
Narinjin 3,264 278 121,9230
Florizin 3,399 5366 389,7923
Oleropin 3,340 0
2_-H|drok5|_trans 3,254 0
sinamik asit
p-kumarik asit 3,254 1711 514,5523
Sinapik asit 3,530 0
Indol-3-asetik asit 3,574 0
Absisik asit 3,580 11566 6089,0681
Etil gallat 3,328 124035 9011,4842
Trans Ferrulik asit 3,304 136 116,3894
Verbascoside 3,508 0
Mirisetin 3,426 3418 3448,0881
Jasmonik Asit 3,665 105 29,9928
Propil gallat 3,463 599 46,6522
Apigenin 3,706 0
Kuersetin 3,653 22291 22446,4056
Resveratrol 3,715 0
Elajik asit 3,342 0
Kemferol 3,689 132 202,8099
Lutolein 3,588 302 14,5276
[zorhamnetin 3,485 16689 28360,5744
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Tablo 13. Kocayemis hidroliz edilmis meyve-etil alkol ekstraktindan elde edilen fenolik

maddeler ve konsantrasyonlari

.. Final
Bilesikler Alkonma siiresi Yamt Konsantrasyon(ng/mL)
Gallik asit 1,744 348176 37097,5668
Protokatekuik asit 1,922 39307 7055,1406
ié?t-DlhldrOkSI benzoik 2,068 297 184.4583
Klorojenik asit 2,944 51 9,5275
Salisilik asit 3,018 501 37,4429
Siringik asit 3,033 109 211,4880
Katesin 3,064 1080 715,0423
Kafeik asit 3,042 1159 75,2128
Gibberellik asit 3,273 0
Rutin 3,187 489 140,0015
Tirozol 3,237 136 885,0233
Narinjin 3,281 124 54,0735
Florizin 3,408 1184 94,8329
Oleropin 3,087 0
2_-H|drok3|_trans 3,254 0
sinamik asit
p-kumarik asit 3,254 2649 796,4891
Sinapik Asit 3,277 0
Indol-3-asetik asit 3,549 0
Absisik asit 3,597 3. 47 1769,5216
Etil gallat 3,328 250389 18185,8480
Trans Ferulik asit 3,295 65 40,7503
Verbascoside 3,744 0
Mirisetin 3,434 19.95 19751,0015
Jasmonik Asit 3,691 135 37,6356
Propil gallat 3,463 542 42,4913
Apigenin 3,732 0
Kuersetin 3,653 163095 163742,4436
Resveratrol 3,800 0
Elajik Asit 3,949 0
Kemferol 3,664 931 1335,8337
Lutolein 3,604 497 26,7366
Izorhamnetin 3,493 23007 39107,8799
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Tablo 14.

maddeler ve konsantrasyonlar:

Kocayemis hidroliz edilmis meyve-su ekstraktindan elde edilen fenolik

Bilesikler Alikonma siiresi Yamt Konsan trzlsr)]/?Jln (ng/mL)
Gallik asit 1,769 380154 40513,1942
Protokatekuik asit 1,972 161639 29088,9113
ié?t-DlhldrOkSI benzoik 2,250 347 208,0409
Klorojenik asit 2,978 120 22,3126
Salisilik asit 3,018 481 35,9625
Siringik Asit 3,058 486 705,1499
Katesin 3,013 408 296,3853
Kafeik asit 3,067 2445 158,6546
Gibberelik asit 3,130 0
Rutin 3,196 503 143,7706
Tirozol 3,195 221 1416,7120
Narinjin 3,272 147 64,2980
Florizin 3,399 1055 85,7010
Oleropin 3,568 0
iz;hdroksmans sinamik 3.262 0
p-kumarik asit 3,262 5885 1768,1675
Sinapik asit 3,395 0
Indol-3-asetik asit 3,549 0
Absisik asit 3,588 7419 3909,4232
Etil gallat 3,328 235608 17112,6024
Trans ferrulik asit 3,312 262 250,4709
Verbascoside 3,457 0
Mirisetin 3,426 22240 22897,2038
Jasmonik Asit 3,682 358 94,6655
Propil gallat 3,479 892 68,0734
Apigenin 3,706 0
Kuersetin 3,553 201094 201874,7786
Resveratrol 3,825 0
Elajik asit 3,958 0
Kemferol 3,672 965 1383,4100
Lutolein 3,613 1078 63,0324
[zorhamnetin 3,476 54742 93095,2694
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Tablo 15. Kocayemis hidrolize edilmis yaprak-etil alkol ekstraktindan elde edilen fenolik

maddeler ve konsantrasyonlar:

Bilesikler Alikonma siiresi Yamt Konsan trlzllsr;/?)ln (ng/mL)
Gallik asit 1,727 672616 71751,6793
Protokatekuik asit 1,914 10892 1937,1323
2,5-Dihidroksi benzoik
asit 2,101 1374 693,5657
Klorojenik asit 2,953 13 2,4335
Salisilik asit 2,993 206 15,4173
Siringik asit 3,058 255 402,7734
Katesin 3,081 10399 6517,8617
Kafeik asit 3,075 152 9,8475
Gibberellik asit 3,155 0
Rutin 3,196 2161 590,7627
Tirozol 3,229 92 605,4781
Narinjin 3,289 87 37,9708
Florizin 3,357 2203 166,7062
Oleropin 3,281 0
2-Hidroksitrans sinamik
asit 3,262 0
p-Kumarik asit 3,262 358 108,1628
Sinapik asit 3,268 0
Indol-3-Asetik asit 3,768 0
Absisik asit 3,631 25 23,9505
Etil gallat 3,337 114783 8339,6448
Trans Ferulik asit 3,287 513 518,4679
Verbascoside 3,483 44 43,5415
Mirisetin 3,434 223392 230747,8132
Jasmonik asit 3,758 35 12,2651
Propil gallat 3,361 86 9,1110
Apigenin 3,723 0
Kuersetin 3,578 899879 903100,9235
Resveratrol 3,707 0
Elajik asit 3,561 0
Kemferol 3,681 29007 41114,3051
Lutolein 3,689 4464 274,6578
Izorhamnetin 3,468 4604 7802,3380
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Tablo 16. Kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktindan elde edilen fenolik maddeler ve

konsantrasyonlari

Bilesikler Alikonma siiresi Yamt Konsan trlzllsr;/?)ln (ng/mL)
Gallik asit 1,702 103783 10993,3885
Protokatekuik asit 1,855 2004 336,4461
2,5-Dihidroksibenzoik
asit 2,085 2031 1003,9807
Klorojenik asit 2,894 32 6,0065
Salisilik asit 2,984 82 6,1366
Siringik asit 3,092 24 100,7932
Katesin 3,081 15546 9722,3724
Kafeik asit 3,075 96 6,2102
Gibberellik asit 3,240 0
Rutin 3,179 4239 1151,5253
Tirozol 3,195 40 277,2592
Narinjin 3,272 79 34,3943
Florizin 3,416 2041 155,2784
Oleropin 3,627 0
2-Hidroksitrans sinamik
asit 3,811 0
p-kumarik asit 3,270 45 14,2554
Sinapik asit 3,648 0
Indol-3-Asetik asit 3,726 0
Absisik asit 3,580 64 44,1661
Etil gallat 3,396 36040 2622,2172
Trans ferrulik asit 3,278 38 10,9746
Verbascoside 3,508 297 97,2842
Mirisetin 3,459 776 718,5507
Jasmonik asit 3,682 114 32,2984
Propil gallat 3,446 148 13,6806
Apigenin 3,715 0
Kuersetin 3,561 19143 19287,6884
Resveratrol 3,859 0
Elajik asit 3,890 0
Kemferol 3,672 371 542,4592
Lutolein 3,621 118 3,0193
Izorhamnetin 3,485 2655 4485,4148
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Sekil 31. Kocayemis meyve-etil alkol ekstraktimin kiitle spektrumu
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Sekil 32. Kocayemis meyve-su ekstraktinin kiitle spektrumu
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Sekil 33. Kocayemis hidrolize edilmis meyve-alkol ekstraktimin kiitle spektrumu
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Sekil 34. Kocayemis hidrolize edilmis meyve-su ekstraktinin kiitle spektrumu
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Sekil 35. Kocayemis hidrolize edilmis yaprak-etil alkol ekstraktinin kiitle spektrumu
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Sekil 36. Kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin kiitle spektrumu
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TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda kocayemis (Arbutus Unedo L.)’in meyve-su, meyve-etil alkol ve
yaprak-etil alkol ekstraktlarinin, toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktarlar tayin edilerek,
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri ¢esitli metodlar kullanilarak incelenmistir.

Kocayemisin meyve-su ve meyve-etil alkol ekstraktlarinin, ekstraksiyon verimleri
sirasiyla 483,44 mg/g, 305,44 mg/g ekstrakt olarak bulundu. Kocayemisin yaprak-etil alkol
ekstraktinin, ekstraksiyon verimi ise 156,32 mg/g ekstrakt olarak bulundu.

Kocayemisin meyve ve yaprak ekstraktlari arasinda, en yiiksek ekstraksiyon veriminin,

kocayemisin meyve-su ekstraktinda oldugu gozlemlendi.

TOPLAM FENOLIK BILESIK (TPC) TAYINi

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarinin, toplam fenolik bilesik tayini ¢alismasinda
(Sekil 15), kocayemis meyve-etil alkol ekstraktinin 26,10+0,74 mg/g, meyve-su ekstraktinin
49,10£1,97 mg/g ve yaprak-etil alkol ekstraktinin ise 161,10+£3,02 mg/g gallik asit esdegeri
olarak fenolik madde bulundurdugu belirlendi. Bu bulgular dahilinde ekstraktlarin, fenolik
madde igerikleri gallik asit esdegeri cinsinden YA>MS>MA olarak siralanmustir.

Toplam fenolik bilesik tayini ¢alismasinda (Sekil 16), kocayemis meyve-etil alkol
ekstraktinin 4,40+0,81 mg/g, meyve-su ekstraktinin 18,60+0,47 mg/g ve yaprak-etil alkol
ekstraktinin 130,60+2,94 mg/g pirokatesol esdegeri olarak fenolik madde igerdigi belirlendi.
Bu bulgular dahilinde ekstraktlarin fenolik madde icerikleri, pirokatesol esdegeri cinsinden
YA>MS>MA olarak siralanmustir.
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Yapilan iki calismada da toplam fenolik madde olarak pirokatesol ve gallik asit esdegeri
olarak en yiiksek deger kocayemisin yaprak-etil alkol ekstraktinda oldugu gozlemlenmistir.

Moualek 1. ve ark. (52) tarafindan yapilan ¢alismada, kocayemis meyvesinin gallik asit
ekivalenti cinsinden toplam fenolik madde igerikleri 207,84+15,03 mg/g olarak bildirilmistir.

Koyu H. ve ark. (53) tarafindan hazirlanan ¢alismada, kocayemisin meyve-metanol
ekstresinin gallik asit ekivalenti cinsinden toplam fenolik madde icerikleri 126,83+6,66 mg/g
olarak bildirilmistir.

Orak H.H. ve ark. (54) tarafindan yapilan ¢alismada, kocayemisin yaprak-su ekstraktinda
gallik asit ekivalenti cinsinden toplam fenolik madde igeriklerini 197,16£1,43 mg/g olarak
bildirilmistir.

Sakaldas A. (55) tarafindan yapilan ¢alismada kocayemis meyve ekstraktinda gallik asit
ekivalenti cinsinden toplam fenolik madde igeriklerinin 10,57 mg/g ile 18,51 mg/g arasinda
degerler aldigi, bildirilmistir.

DEMIR (II) IYONLARINI SELATLAMA AKTIiVITESI

Kocayemis meyvesinin, demir (II) iyonlarin1 selatma aktivitesi Sekil 19°da
gosterilmistir. Tablo 4’te goriildiigi iizere kocayemis meyve ekstraktlarinin 50-100-150-200
pug/mL tiim konsantrasyonlarinda metal selatlama aktivitesinin, MS>MA oldugu, sadece 250
pg/mL konsantrasyonunda MA>MS oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3 ve Tablo 4’teki verilerden goriildiigii iizere, kocayemisin meyve ekstraklari ve
standartlarm (50-100-150-200 pg/mL) tiim konsantrasyonlarinda Fe?" iyonlarmi selatlama
aktivitesinin sirastyla EDTA>BHT>MS>MA>BHA, sadece 250 pg/mL konsantrasyonda Fe?*
iyonlarini selatlama aktivitesinin ise EDTA>BHT>MA>MS> BHA seklinde oldugu belirlendi.

Kocayemis meyvelerinde Fe?* iyonlarin1 selatlama aktivitesinin, konsantrasyona bagl
olmadig1 ve calisilan 5 farkli konsantrasyonda ¢ogunluk olarak meyve-su ekstraktinin Fe?*
tyonlarini selatlama aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢alisilan meyve
ekstraklarinin, Fe?" iyonlarim selatlama aktivitesinin EDTA ve BHT ¢ozeltisinden diisiik,

BHA’dan ise yiiksek oldugu gézlenmistir.
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TOPLAM FLAVONOID iCERiIGININ TAYINi

Kocayemis meyve ve yapraklarinin flavonoid igerigi Sekil 20 ve Sekil 21°deki
grafiklerden yararlanarak hesaplanmistir.

Sekil 22’de goriildigi tizere, kocayemis meyve-etil alkol, meyve-su ve yaprak-etil alkol
ekstraktlarinin gallik asit esdegeri olarak flavonoid madde igeriginin, sirastyla 90,88+0,74,
242,13+£0,21 ve 782,13+1,02 mg/g oldugu belirlendi. Kocayemis meyve ve yapraklarinda
flavonoid madde igeriklerinin, gallik asit esdegeri olarak YA> MS>MA seklinde siralandigi
goriilmektedir.

Sekil 23°te goruldiugi tizere, kocayemis meyve-etil alkol, meyve-su ve yaprak-etil alkol
ekstraktlarinin kuersetin esdegeri olarak flavonoid madde igeriklerinin sirasiyla 29,2010,42,
109,87+0,25 ve 397,87+0,83 mg/g oldugu belirlendi. Kocayemis meyve ve yaprak
ekstraktlarinda, flavonoid madde igerikleri quersetin esdegeri olarak YA> MS>MA seklinde
siralandig1 goriilmektedir.

Moualek I. ve ark. (52) tarafindan yapilan ¢aligmada, kocayemis meyvesinin kuersetin
ekivalenti cinsinden toplam flavonoid madde igeriklerinin 13,07+£0,096 mg/g oldugu
bildirilmistir.

Koyu H. ve ark. (53) tarafindan hazirlanan derlemede, kocayemis meyvesinin metanol
ekstresinin katesin ekivalenti cinsinden toplam flavonoid madde igeriklerinin 34,99+1,55 mg/g
oldugu bildirilmistir.

Mangan B. (56) tarafindan yapilan ¢alismada, karadut meyvesinin gallik asit ekivalenti
alindiginda, flavonoid bilesen igerigi, yapragin su ekstraktinda 26,891 pg/g, karadut meyvesinin
su ekstraktinda 31,279 ng/g; yaprak metanol ekstraktinda 42,317 pg/g, karadut meyvesinin
metanol ekstraktinda 46,327 pg/g; yapragin aseton ekstraktinda 39,617 pg/g, karadut
meyvesinin aseton ekstraktinda ise 44,417 ng/g olarak bildirilmistir.

Kocayemisin meyve ve yaprak ekstraktindaki toplam flavonoid miktar1 belirtilen

caligmalarla kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

H202 GIDERME AKTIVITESININ TAYINi

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlari ile standartlarin H202 giderme aktiviteleri Sekil
24’te gosterilmistir.

Sekil 24’teki grafikten yararlanarak, 100 pg/mL’de kocayemis meyve ve yaprak
ekstraktlarinin H20, giderme aktivitesi kiyaslanacak olursa MS>MA>YA seklinde oldugu

gOriilmiistir.
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Sekil 24°teki grafikten yararlanarak, 100 pg/mL konsantrasyonda yapilan ¢alismada
kullanilan standartlarin H2O, giderme aktivitesi kiyaslanacak olursa BHT>a-Tokoferol>BHA
seklinde oldugu goriilmiistiir.

Sekil 24’teki grafikten yararlanarak, 100 pg/mL konsantrasyonda yapilan ¢alismada,
kullanilan standartlarin ve kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlariin H2O» giderme
aktiviteleri, kiyaslanacak olursa BHT>MS>MA>a-Tokoferol>YA>BHA seklinde oldugu
gorilmistiir.

Kocayemis meyve-su ekstraktinin H,O; giderme aktivitesi standart olarak kullanilan

BHT’den elde edilen sonuca oldukg¢a yakin oldugu goriilmiistiir.

SUPEROKSIT ANYON RADIKALINI GIDERME AKTIVITESININ TAYINi

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlari ile standartlarin siiperoksit anyon radikali
giderme aktivitesi Sekil 25°te gosterilmistir.

Sekil 25°ten anlagilacagi lizere konsantrasyon artisi ile birlikte sliperoksit anyon radikali
giderme aktivitesinde, sapmalar oldugu goriildiigiinden, siiperoksit radikali giderme aktivitesi
degerinin, konsantrasyona bagli olmadig1 sonucuna varilmistir.

Kocayemis ekstraktlarinin 50-100-150-200 pg/mL konsantrasyonlarinda siiperoksit
radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla; meyve-su ekstraktinda %77,08+0,85, %77,08+0,19,
%76,04+0,24, 9%73,96+0,57, meyve-ctil alkol ekstraktinda 9%80,21+0,72, %78,13+0,36,
%78,13+0,81, %79,17+0,96, yaprak-etil alkol ekstraktinda ise %51,04+0,21, %31,25+0,42,
%78,1340,81, %22,92+0,31 oldugu belirlendi.

Tablo 5 ve Sekil 25’teki veriler degerlendirildiginde; standartlarin ve kocayemis
ekstraktlarinin  sliperoksit radikali giderme aktivitelerinin kiyaslandiginda; 50 pg/mL
konsantrasyonda: MA > BHA > MS > BHT > YA, 100 pg/mL konsantrasyonda: MA > BHA
>MS > BHT > YA, 150 pg/mL konsantrasyonda: BHA > MA > MS > BHT > YA, 200 pg/mL
konsantrasyonda: BHA > MA > MS > YA > BHT seklinde oldugu gortilmiistiir.

Yapilan calismada genel olarak kocayemis meyve etil alkol ekstraktinin siiperoksit
radikali giderme aktivitesinin yiliksek oldugu goriilmiistiir.

Orak H.H. ve ark. (54) tarafindan yapilan ¢alismada kocayemis yaprak-su ekstraktinin
siiperoksit radikali giderme aktivitesi 100 ve 250 pg/mL konsantrasyonlarda sirasiyla
%56,87+1,58 ve %82,27+0,45 olarak bulunmustur. Ayni konsantrasyonlarda BHA’nin
stiperoksit radikali giderme aktivitesi de sirasiyla %87,47+1,15 ve %99,03+0,12 olarak

bulunmustur.
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Orak H.H. ve ark. (54) tarafindan kocayemis yaprak-su ekstrakti ile yapilan ¢alisma ile
yaptigimiz ¢alismada ayni konsantrasyonda kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin siiperoksit
radikali giderme aktivitesinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Kiiclikyildirim T. (57) tarafindan yapilan ¢calismada, beyaz dut yapraginin su, aseton ve
metanol ekstraktlarinin 100 pg/mL konsantrasyonda siiperoksit radikali giderme aktivitesi
strastyla %51,97, %17,28, %23,57 olarak bulunmustur. Beyaz dut meyvesinin su, aseton ve
metanol ekstraktlarinin 100 pg/mL konsantrasyonda siiperoksit radikali giderme aktivitesi
sirasiyla %71,96, %64,70, %35,65 olarak bulunmustur. Standart olarak kullanilan a-tokoferol,
BHA ve BHT nin 100 pg/mL konsantrasyonda siiperoksit radikali giderme aktivitesi sirastyla
%23,04, %77,47, %44,73 olarak bulunmustur.

Kiiciikyildirim T. (57) tarafindan beyaz dut yapraginin aseton ve metanol ekstrakti ile
yapilan ¢aligsma ile yaptigimiz ¢aligmada ayni konsantrasyondaki kocayemis yaprak-etil alkol
ekstraktinin, siiperoksit radikali giderme aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yine
ayni ¢alisma i¢in beyaz dut meyvesi ile ayn1 konsantrasyonda kocayemisin meyve-etil alkol ve
meyve-su ekstraktinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi karsilastirildiginda, kocayemis
meyve-su ve meyve-etil alkol eksraktlarmin siiperoksit radikali giderme aktivitesinin daha

yiiksek oldugu belirlenmistir.

DPPHe RADIKALI GIDERME AKTIVITESININ TAYINI

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarmin DPPHe radikali giderme aktivitesine ait
grafik Sekil 26’da goriilmektedir. Buna gore kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarinin artan
konsantrasyonla birlikte radikal giderme aktivitesinde de bir artis goriilmiisttir.

Kocayemisin meyve ve yaprak ekstraklarinin 50-150-250 pg/mL konsantrasyonlarinda
DPPHe radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla; meyve-su ekstraktinda 934,71+0,28,
%46,28+0,69, %54,55+0,82, meyve-etil alkol ekstraktinda %36,36+0,38, 9%62,81+0,53,
%63,64+0,45 yaprak-etil alkol ekstraktinda %55,37+0,16, %60,33+0,48, %60,33+0,54 oldugu
belirlendi.

Tablo 6’da goriildiigii iizere, kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar: ile standartlarin
DPPHe radikali giderme aktiviteleri kiyaslandiginda; 50 pg/mL konsantrasyonda:
YA>BHA>a-tokoferol>BHT>MA>MS, 150ug/mL konsantrasyonda: MA>Y A>a-tokoferol>
BHA>MS >BHT, 250pug/mL konsantrasyonda: MA>YA>MS>a-tokoferol>BHT>BHA
seklinde oldugu belirlendi.
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Erboga A. (58) tarafindan yapilan calismada, kocayemis meyvesinin etil alkol
ekstraktinda, DPPH teknigi ile 250, 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarda sirasiyla yilizde
inhibisyon degeri %27,134 + 2,130, %46,710 + 7,542 %70,419 + 10,09 olarak tespit edildigi
belirtilmistir.

Erboga A. (58) tarafindan yapilan ¢aligmadaki ortak olan 250 pg/mL konsantrasyonlarda
DPPHe radikali giderme aktivitesi yaptigimiz c¢alismayla karsilastirildiginda, yaptigimiz
calismanin daha yiiksek degerde oldugu goriilmiistiir.

Orak H.H. ve ark. (54) tarafindan yapilan ¢alismada kocayemis yapraklarinin DPPHe
radikali giderme aktivitesi 100 ng/mL konsantrasyonda; su ekstraktinda %85,17+1,62, etil alkol
ekstraktinda %79,47+1,31, metil alkol ekstraktinda %87,94+0,62 oldugu bulunmustur.

Orak H.H. ve ark. (59) tarafindan yapilan ¢calismada kocayemis meyve ekstraktlarinin 250
pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonda DPPHe radikali giderme aktivitesi sirasiyla; taze
meyve-etil alkol ekstraktinda %47,87+0,23, %94,03+1,18, kuru meyve-etil alkol ekstraktinda
%20,22+1,19, %70,04+0,68 oldugu belirtilmistir.

Tablo 7 ve Tablo 8’e gore kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlari ile standart
cozeltilerin, DPPHe radikali giderme aktivitesi verilerinden yararlanilarak hesaplanan ECso
degerleri  kiyaslandiginda; MA>MS>YA>BHT>a-tokoferol>BHA  oldugu belirlendi.
Kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin DPPHe radikali giderme aktivitesinin daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir.

Oliviera ve ark. (32) yilinda yapilan ¢alismada Arbutus Unedo L. yapraklarinin etil alkol
ekstraktinin DPPHe radikali giderme aktivitesinin ECso degerlerini 63,2 pg/mL olarak
belirlemislerdir.

Koyu H. ve ark. (53) tarafindan hazirlanan derlemede, kocayemis meyvesinin
olgunlasmamus, orta olgunlukta ve olgun meyve ekstrelerinin ECso degerleri DPPH siipiiriicii
aktivitesinin sirasiyla 0,58 %0,03, 0,37£0,02 ve 0,25+0,02 mg/mL oldugu bildirilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin DPPHe radikali giderme
aktivitesinin ECso degerinin, Oliviera ve ark. (32) yaptig1 ¢alismadan daha disiik degerde
olmasi, yaptigimiz ¢aligma verilerine gore kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin, DPPHe

radikali giderme aktivitesinin daha yiiksek oldugunu géstermektedir.
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ABTS<* RADIKALI GIDERME AKTIVITESININ TAYINI

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarinin ABTSe" radikalini giderme aktiviteleri Sekil
27°de gosterilmistir. Buna gore ekstraktlarin  ABTSe+ radikali giderme aktivitesi
konsantrasyona bagli olmayip, diisiik konsantrasyon degerinde (50 pug/mL) su ekstrakti harig¢
diger ekstraktlarin ve standartlarin daha fazla radikal temizleme ozelligi gosterdigi, artan
konsantrasyonlarda ie etkinliginin degismedigi belirlendi.

Sekil 27 ve Tablo 9’da goriildiigii iizere kocayemisin meyve ve yaprak ekstraktlari ile
standartlarin ABTSe+ giderme aktiviteleri kiyaslandiginda; 50 pg/mL konsantrasyonda
MS>MA>BHA>BHT>a-tokoferol>YA, 100 pg/mL konsantrasyonda MS>a-tokoferol>
BHA>BHT>MA> >YA, 150 pg/mL konsantrasyonda MS>a-tokoferol> BHA>BHT>MA>
>YA, 200pug/mL konsantrasyonda ise MS>BHA>Y A>a-tokoferol> MA>BHT seklinde oldugu
belirlendi.

Tablo 9 ve Sekil 27 incelendiginde ABTSe" radikalinin giderme aktivitesinde, en yiiksek
degerin kocayemis meyve-su ekstraktinda oldugu goriilmektedir.

Kiciikylldirnm T. (57) tarafindan yapilan c¢alismada, beyaz dut meyvesinin
ekstraktlarinin, 50-100-150-200-250 pg/mL  konsantrasyonlarda ABTSe+ radikallerinin
giderilme aktivitesi sirasiyla; su ekstraktlarinda, %76,247 %67,354, %46,529, %43,492,
%40,672, aseton ekstraktlarinda, %78,743, %72,670, %59,058, %58,010, %57,801, metanol
ekstraktinda, %59,024, %36,423, %15,285, %5,528, %4,228 oldugu belirtilmistir.

Kocayemis meyve-su ekstraktinin ABTSe+ radikali giderme aktivitesinin, beyaz dut
meyvesi ile yapilan ¢aligmadaki degerlerden yliksek oldugu goriilmiistiir.

Kiigtikyildirim T. (57) tarafindan yapilan ¢alismada, beyaz dut yapraginin ekstraklarinin,
50-100-150-200-250 pg/mL konsantrasyonlarda ABTSe+ radikalinin giderilme aktivitesi
sirastyla, su ekstraktlarinda, %64,107, %42,994, %23,800, %?21,113, %?21,689, aseton
ekstraktlarinda, %79,618, %73,795, %67,771, %63,755, %62,149, metanol ckstraktlarinda,
%72,314, %56,890, %36,662, %32,491, %30,341oldugu belirtilmistir.

Kocayemis yaprak-etil alkol ekstrakti ile yaptigimiz ¢alismada ABTSe+ radikali giderme
aktivitesinin beyaz dut yapragi ile yapilan ¢aligmaya gore, daha diisiik, bazi konsantrasyonlarda

ise yakin degerlerde oldugu goriilmiistiir.
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TOPLAM FERRIK IYONLARINI (Fe*®) INDIRGEME KAPASITESININ
TAYINI

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlar ile standartlarin Fe'® indirgeme kapasiteleri
Sekil 28’de gosterilmistir. Sekil 28’de grafikte goriildiigii gibi kocayemis meyve ve yaprak
ekstraktlart ile standartlarin artan konsantrasyon ile birlikte artan bir indirgeme kapasitesinin
oldugu goriilmiistiir. Ancak ekstraktlarin, standartlar kadar etkili indirgeme kapasitesi
gostermedigi belirlenmistir.

Tablo 10 ve Sekil 28 incelendiginde, kocayemisin meyve ve yaprak ekstraktlari ile
standartlarin ~ farkli  konsantrasyonlarmin ~ Fe*®ii  giderme indirgeme kapasiteleri
kiyaslandiginda; 50 pg/mL konsantrasyonda: BHA>BHT>Y A>a-tokoferol>MA>MS, 100
pg/mL  konsantrasyonda: BHA>BHT>Y A>a-tokoferol>MA>MS, 150 pg/mL
konsantrasyonda: BHA>BHT>Y A>a-tokoferol>MA>MS, 200 pg/mL konsantrasyonda:
BHA>BHT>a-tokoferol>YA>MA>MS, 250 pg/mL konsantrasyonda ise BHA>BHT>Y A>a-
tokoferol>MA>MS seklinde oldugu belirlendi.

Tablo 10 ve Sekil 28 incelendiginde kocayemis meyve ve yaprak ekstraktlarmin Fe™ii
indirgeme kapasitelerinin YA>MA>MS seklinde siralandigi, standartlarin Fe*3 iyonlarini

indirgeme kapasitesinin ise BHA>BHT>a-tokoferol seklinde siralandigi belirlendi.

KAROTENOID iCERIKLERININ BELIRLENMESI

Karotenoidler, molekiiler yapilarinda bulunan konjiige ¢ift bag sayesinde antioksidan
Ozellik gosterir ve serbest radikal olusumunu 6nlerler (60).

Kocayemis meyvesinin kuru halinin 500 mg’1 ile yapilan c¢alismada, Karotenoid
miktarinin %4,46 oldugu belirlenmistir.

Alasavar ve ark. (48) tarafindan yapilan ¢alismada, mor havucun karotenoid igerigini
19,5+0,5mg/100g olarak belirlemislerdir.

LINOLEIK ASIT SISTEMINDE FERRIK TIYOSIYANAT (FTC) METODU iLE
TOPLAM ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINi

Kocayemis meyve ve yapragimin etil alkol ekstraktlarinda Ferrik tiyosiyanat (FTC)
metoduna gore belirlenen lipid peroksidasyonu Sekil 29’da gosterilmistir. Sekil 30°da
goriildiigii gibi 50 pg/mL konsantrasyonda kocayemis ekstraktlarinin ve standartlarin, lipid
peroksidasyonunu inhibe etme yilizdeleri karsilastirildinda; BHT>a-tokoferol>BHA>Y A>MA

seklinde bir siralama oldugu goriilmiistiir.
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Standart ¢ozeltilerde, lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri sirastyla BHT> a-
tokoferol> BHA seklindedir (Sekil 30).

Kocayemis meyve-etil alkol ekstraktinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme ylizdesinin
konsantrasyona bagli olmadigi goriilmiistiir (Sekil 30).

Kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme ylizdesi
sirast ile ' YA-250>YA-150>YA-50 seklinde oldugu ve konsantrasyon arttikca arttigi
goriilmiistiir (Sekil 30).

Giilgin 1. (61) tarafindan yapilan calismada, 10 ve 30 ug/mL'lik konsantrasyonlarda,
kafeik asit, sirasiyla linoleik asit emiilsiyonunun lipid peroksidasyonunda%68,2 ve %75,8
inhibisyon gosterdigi, 6te yandan, BHA, BHT, a-tokoferol ve trolox gibi 20 pg/mL standart
antioksidan, linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunda sirasiyla %74,4, 71,2, 54,7 ve
20,1'lik bir inhibisyon gosterdigi belirtilmistir.

LC-MS/MS YONTEMI ILE FENOLIK MADDE ANALIZi

Kocayemis meyve ve yaprak ekstraktinin LC-MS/MS yontemine gore fenolik madde
analizinde, Bayram N. ve ark. (51) tarafindan gelistirilen metod kullanilmistir

Sekil 31-35’te elde edilen fenolik maddelerin spektrumlar1 gosterilmistir.

Tablo 11-16’da goriildiigii gibi 32 farkli fenolik madde ile analizi yapilan kocayemisin
tiim meyve ekstraktlarinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit,
2,5-Dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit, salisilik asit, siringik asit, katesin, kafeik asit, rutin,
tirozol, narinjin, florizin, p-kumarik asit, absisik asit, etil gallat, trans ferulik asit, mirisetin,
jasmonik asit, propil gallat, kuersetin, kemferol, lutolein, izorhamnetin olarak belirlenmistir.
Meyve ekstraktlarinda, oleropin, 2-hidroksitranssinamik asit, sinapik asit, Indol-3-asetik asit,
verbascoside, apigenin, resveratrol, elajik asit ve gibberalik asit gozlenmemistir.

Tablo 11°de goriildiigii gibi analizi yapilan kocayemis meyve-etil alkol ekstraktinin
bilesiminde bulunan i¢inde en fazla konsantrasyonda gallik asit (21209,2125 ng/mL) en diisiik
konsantrasyonda ise lutolein (4,728 1ng/mL) bulunmustur. Fenolik maddelerin konsantrasyona
gore siralamasi yapildiginda gallik asit>etil gallat>kuersetin>izorhamnetin>katesin>absisik
asit>protokatekuik asit>mirisetin>rutin>2,5-dihidroksi benzoik asit>p-kumarik asit>siringik

asit>kemferol seklinde oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 12’te goriildiigii gibi analizi yapilan kocayemis meyve-su ekstraktinin bilesiminde
bulunan fenolik maddeler i¢inde en fazla konsantrasyonda izorhamnetin (28368,5744 ng/gr) en
diisiik konsantrasyonda ise klorojenik asit (25,1920 ng/gr) bulunmustur. Fenolik maddelerin
konsantrasyona gore siralamasi yapildiginda izorhamnetin>kuersetin>etil gallat>kuersetin
>gallik asit>katesin>protokatekuik asit>absisik asit>katesin>mirisetin>rutin> p-kumarik
asit>tirozol>2,5-dihidroksi benzoik asit seklinde oldugu tespit edilmistir.

Tablo 13’te goriildiigii gibi analizi yapilan kocayemisin hidrolize edilmis meyve-etil alkol
ekstraktinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler i¢inde en fazla konsantrasyonda kuersetin
(163742,4436 ng/mL) en diisik konsantrasyonda ise klorojenik asit (9,5275 ng/mL)
bulunmustur.  Fenolik maddelerin  konsantrasyona gore siralamasi  yapildiginda
kuersetin>izorhamnetin>gallik ~ asit>mirisetin>etil ~ gallat>protokatekuik  asit>absisik
asit>kemferol>tirozol>p-kumarik asit>katesin>siringik asit seklinde oldugu tespit edilmistir.

Tablo 14’te goriildiigii gibi analizi yapilan kocayemisin hidrolize edilmis meyve-su
ekstraktinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler i¢inde en fazla konsantrasyonda kuersetin
(201874,7786 ng/gr) en distik konsantrasyonda ise klorojenik asit (22,3126 ng/gr)
bulunmustur. Fenolik maddelerin  konsantrasyona goére siralamasit  yapildiginda
kuersetin>izorhamnetin>gallik asit>protokatekuik asit>mirisetin>etil gallat>absisik asit>p-
kumarik asit>kemferol>tirozol>siringik asit seklinde oldugu tespit edilmistir.

Tablo 15 ve 16’da goriildiigii gibi analizi yapilan kocayemisin tiim yaprak-etil alkol
ekstraktlarinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit, 2,5-
Dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit, salisilik asit, siringik asit, katesin, kafeik asit, rutin,
tirozol, narinjin, florizin, p-kumarik asit, absisik asit, etil gallat, trans ferulik asit, mirisetin,
jasmonik asit, propil gallat, kuersetin, kemferol, lutolein, izorhamnetin, verbescoside olarak
belirlenmistir.

Yaprak ile yapilan ¢aligmalarda; oleropin, 2-hidroksitranssinamik asit, sinapik asit, Indol-
3-asetik asit, apigenin, resveratrol, elajik asit ve gibberalik asit gézlenmemistir.

Tablo 15’te goruldigi gibi analizi yapilan kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin
bilesiminde bulunan fenolik maddeler i¢inde en fazla konsantrasyonda kuersetin (19287,6884
ng/mL) en diisik konsantrasyonda ise lutolein (3,0193 ng/mL) bulunmustur. Fenolik
maddelerin konsantrasyona gore siralamasi yapildiginda kuersetin>gallik asit>katesin>
izorhamnetin>etil gallat>rutin>2,5-didroksi benzoik asit>mirisetin>kemferol>protokatekuik

asit>tirozol seklinde oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 16°da goriildiigl gibi analizi yapilan kocayemis hidrolize edilmis yaprak-etil alkol
ekstraktinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler i¢inde en fazla konsantrasyonda kuersetin
(903100,923 ng/mL) en disik konsantrasyonda ise klorojenik asit (2,4935 ng/mL)
bulunmustur. Fenolik maddelerin  konsantrasyona gore siralamasi  yapildiginda
kuersetin>mirisetin>gallik asit>kemferol>etil gallat>izorhamnetin>katesin>prorokatekuik
asit>klorojenik asit>tirozol>rutin>trans ferulik asit>siringik asit seklinde oldugu tespit
edilmistir.

Ayaz F.A. ve ark. (62) yaptig1 ¢alismada, GC-MS kullanilarak, ¢ilek agaci (Arbutus
unedo L.) meyvelerinde fenolik ve ugucu olmayan asitler ve ¢oziiniir sekerler tanimlandr ve
miktarlar belirlendi. Olgiilen fenolik asitler gallik (10,7 mg/g kuru agirlik), gentisik (1,9 mg/g),
protokatekuik (0,6 mg/qg), p- hidroksibenzoik (0,3 mg/g), vanilik (0,12 mg/g) ve manisik (0,05
mg/g). Ugucu olmayan asitler grubundan fumarik (1,94 mg/g kuru agirlik), laktik (0,84 mg/qg),
malik (0,84 mg/g), suberik (0,23 mg/g) ve sitrik asit bulunmustur (62).

Erkekler Z. ve ark. (63) tarafindan yapilan ¢aligmada, ince tabaka kromatografisi ile tiim
yaprak Orneklerinde kuersetin, izokersitrin, hiperosid, rutin ve klorojenik asit ile meyvelerde

sadece izokersitrin i¢erdigi belirtilmistir (63).
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SONUCLAR

Antioksidanlar, organizmada farkli sebeplerle olusan serbest radikallerin olumsuz
etkilerini yok etmek i¢in dnemli bir yere sahiptirler. Bu noktada diyet ile alinabilecek dogal
antioksidanlarin ve aktivitelerinin incelenmesi faydali olmaktadir.

Bu tez calismasinda, Arbutus unedo L. meyvesinin meyve ve yapraklarinin farkli
yontemler ve farkli konsantrasyonlarda bioaktif bilesenlerinin bulunmasiyla beraber
antioksidan aktivitelerinin incelenip, literatiire katki saglanmasi amaglanmistir. Calisilan
metotlar ve sonuglari:

Toplam fenolik bilesik tayini metodunda, standart olarak gallik asit ve pirokatesol
kullanildi. Grafikler yardimiyla, kocayemis meyve ve yapraginin, gallik asit ve pirokatesol
esdegeri olarak, fenolik madde icerikleri tespit edildi. Metotta, gallik asit esdegeri olarak en
yiiksek fenolik madde miktarinin kocayemis yapragmm etil alkol ekstraktinda (161,10+3,02
mg GAE/g) bulundugu, pirokatesol cinsinden de en yiiksek fenolik madde miktarinin yine
kocayemis yapragmin etil alkol ekstraktinda (130,60£2,94 mg PKE) bulundugu belirlendi.

Demir (IT) iyonlarmi selatlama aktivitesi metodunda, standart olarak; BHA, BHT ve
EDTA kullanildi. 250 pg/mL konsantrasyonda standartlar arasinda en yiiksek selatlama
aktivitesini EDTA (98,66+0,21), ayn1 konsantrasyonda kocayemis ekstraktlar: i¢inde ise en
yiiksek selatlama aktivitesini meyvenin etil alkol ekstrakti (14,27+0,04) gostermistir.
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Toplam flavonoid igerigi tayini metodunda, standart olarak gallik ve kuersetin kullanildi.
Grafikler yardimiyla, kocayemis meyve ve yapraginin gallik asit ve kuersetin esdegeri olarak
flavonoid madde igerikleri tespit edildi. Metotta, gallik asit esdegeri olarak en yiiksek miktarda
flavonoid madde miktarinin kocayemis yapragimin etil alkol ekstraktinda (782,13+1,02 mg
GAE/g) bulundugu, kuersetin esdegeri olarak en yiiksek flavonoid miktarmin da yine
kocayemis yapraginin etil alkol ekstraktinda (397,87+0,83 mg QUE/g) bulundugu belirlendi.

H20. giderme aktivitesi tayini metodunda, standart olarak BHA, BHT ve a-tokoferol
kullanildi. 100 pg/mL konsantrasyonda standartlar i¢inde en yiiksek H2O> giderme aktivitesini
BHT (%60,62+0,29), ayn1 konsantrasyonda kocayemis ekstraktlari iginde en yiiksek H20:
giderme aktivitesini ise kocayemis meyve-su (%54,4 £0,32) ekstrakti gostermistir.

Siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesinin tayini metodunda, standart olarak; BHA
ve BHT kullanildi. Standartlar i¢inde en yiiksek siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi
200 pg/mL konsantrasyonda BHA (86,46+0,58), ayni1 konsantrasyonda kocayemis ekstraktlari
iginde en yiiksek siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesini ise kocayemis meyve-etil alkol
(%79,17+£0,96) ekstrakt1 gostermistir.

DPPH- radikali giderme aktivitesinin tayini metodunda standart olarak; BHA, BHT ve a-
tokoferol kullanildi. 250 pg/mL konsantrasyonda standartlar arasinda en yiiksek DPPHe radikal
giderme aktivitesini a-tokoferol (52,07+0,87), ayn1 konsantrasyonda kocayemis ekstraktlar
icinde en yiikksek DPPHe radikal giderme aktivitesini ise kocayemis meyve-etil alkol
(9%63,64+0,45) ekstrakt1 gostermistir. ECsg degerleri i¢in; DPPHe radikali giderme aktivitesi en
yiiksek olan standartin o-tokoferol (25,78+1,07ug/mL), kocayemis ekstraktlari iginde en
yiiksek DPPHe radikal giderme aktivitesini ise kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinin
(29,43+0,68 pg/mL) sahip oldugu bulunmustur.

ABTS-" radikali giderme aktivitesinin tayini metodunda standart olarak; BHA, BHT ve
a-tokoferol kullanildi. 200 pg/mL konsantrasyonda standartlar arasinda en yiiksek ABTSe*
radikal giderme aktivitesini BHA (41,19+0,42), ayn1 konsantrasyonda kocayemis ekstraktlari
icinde en yiiksek ABTSe" radikal giderme aktivitesini ise kocayemis meyve-su (%99,63+0,65)
ekstrakti gdstermistir.

Toplam ferrik iyonlarmi (Fe®*) indirgeme kapasitesi tayini metodunda standart olarak;
BHA, BHTve a-tokoferol kullanildi. 250 ug/mL konsantrasyonda standartlar i¢cinde en yiiksek
Fe3* giderme aktivitesini BHA (1,848+0,056), aym konsantrasyonda kocayemis ekstraktlar:
icinde en yiiksek Fe3* giderme aktivitesini ise kocayemis yaprak-etil alkol (0,852+0,016)

ekstrakti gdstermistir.
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Karotenoid igeriklerinin belirlenmesinde, 500 mg kocayemis meyve drneginde yapilan
calismada Karotenoid miktarinin % 4,46 oldugu bulunmustur.

Linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu kullanilarak lipid
peroksidasyonunu inhibe etmeleri, BHA, BHT, o-tokoferol ile sonuglar karsilastirilarak
degerlendirildi. 250 pg/mL  konsantrasyonda standartlar iginde en yiiksek lipid
peroksidasyonunu inhibe etme yiizdesi BHT (%56,15+0,37), ayn1 konsantrasyonda kocayemis
ekstraktlar1 icinde en yiiksek lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdesi ise kocayemis
yaprak-etil alkol (%45,71+0,34) ekstrakt1 gostermistir.

LC-MS/MS yontemine gore fenolik madde analizinde, yapilan kocayemisin tim meyve
ekstraktlarinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit, 2,5-
Dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit, salisilik asit, siringik asit, katesin, kafeik asit, rutin,
tirozol, narinjin, florizin, p-kumarik asit, absisik asit, etil gallat, trans ferulik asit, mirisetin,
jasmonik asit, propil gallat, kuersetin, kemferol, lutolein, izorhamnetin olarak belirlenmistir.

Meyve ekstraktlarinda, oleropin, 2-hidroksitranssinamik asit, sinapik asit, Indol-3-asetik
asit, verbascoside, apigenin, resveratrol, elajik asit ve gibberalik asit gozlenmemistir. LC-
MS/MS yontemine gore fenolik madde analizinde, kocayemisin tiim yaprak-etil alkol
ekstraktlarinin bilesiminde bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit, 2,5-
Dihidroksi benzoik asit, klorojenik asit, salisilik asit, siringik asit, katesin, kafeik asit, rutin,
tirozol, narinjin, florizin, p-kumarik asit, absisik asit, etil gallat, trans ferulik asit, mirisetin,
jasmonik asit, propil gallat, kuersetin, kemferol, lutolein, izorhamnetin, verbescoside olarak
belirlenmistir.

Yaprak ile yapilan ¢alismalarda; oleropin, 2-hidroksitranssinamik asit, sinapik asit, Indol-

3-asetik asit, apigenin, resveratrol, elajik asit ve gibberalik asit gézlenmemistir.
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OZET

Kocayemis (Arbutus unedo L.) meyvesinin ve yapraginin, su ve etil alkol ekstraktlarinin
icerdigi fenolik madde miktari, fenolik madde c¢esitleri, antioksidan aktiviteleri; farkli
konsantrasyon ve farkli metodlarla incelendi.

Kocayemisin en yiiksek ekstrakt verimi, meyve-su ekstraktinda (483,44 mg/g)
gozlenmistir. Toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoid madde igerigi olarak, en yiiksek
madde iceriginin kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinda oldugu belirlenmistir.

Demir (II) iyonlarim1 selatlama aktivitesi, kocayemisin diger ekstraklar ile
karsilastirildiginda, en fazla selatlama aktivitesinin, kocayemis meyve-etil alkol ekstraktinda
oldugu gozlenmistir. H,O» giderme aktivitesi bakimindan, kocayemisin ekstraktlari arasinda en
yiiksek H>O> giderme aktivitesini, kocayemisin meyve-su ekstrakti gostermistir.

Siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesi tayininde, ekstraktlar arasinda kocayemis
meyve-etil alkol ekstraktinin, daha yiiksek siiperoksit radikali giderme aktivitesine sahip oldugu
tespit edilmistir. DPPHe radikali giderme aktivitesi agisindan incelendiginde, ekstraktlar
arasinda en yiiksek aktivite degeri, kocayemis meyve- etil alkol ekstraktinda gézlenmistir.

ABTSe* radikali giderme aktivitesinin tayininde, kocayemis ekstraktlari arasinda,
kocayemis meyve-su ekstraktinin daha yiiksek aktivite gostermistir. Toplam ferrik iyonlarini
(Fe**) indirgeme kapasitesi incelendiginde, ekstraktlar arasinda en yiiksek demir indirgeme
kapasitesi, kocayemis yaprak-etil alkol ekstraktinda bulunmustur. Kocayemis meyvesinde,
karotenoid miktarinin kuru agirligin mg’1 bagina diisen % toplam karotenoid miktarinin %4,46

oldugu belirlenmistir.
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Linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu kullanilarak lipid
peroksidasyonunu inhibe etme degeri igin, ekstraktlar i¢inde en yiiksek deger ise kocayemis
yaprak-etil alkol (%45,71+0,34) ekstraktinda gézlenmistir.

LC-MS/MS ile fenolik madde miktar1 analizinde, kocayemis meyvesinde su ve etil alkol
ekstraktlarinda, en yiiksek fenolik madde konsantrasyonlarmin; gallik asit, izohamnetin,
quersetinde oldugu, kocayemis yapraginin etil alkol ekstraktinda ise en yiiksek fenolik madde
konsantrasyonunun kuersetinde oldugu bulunmustur.

Kocayemis (Arbutus unedo L.) meyvelerinden ve yapragindan clde edilen tiim
ekstraktlarin antioksidan aktivite gosterdigi, kocayemis meyvelerinin ve yapraginin dogal bir
antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi, liretiminin tesvik edilerek insanlarin direkt
tilketebilecegi, in vivo c¢alismalarla desteklenerek eczacilik alaninda faydali galismalar
yapilabilecegi, sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Arbutus unedo L., antioksidan aktivite, bioaktif bilesenler, fenolik
bilesikler, DPPH, ABTS

Bu c¢alisma, Trakya Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 2019/162.
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DETERMINATION OF ARBUTUS UNEDO L.
FRUIT AND LEAVES’ COMPOUNDS

SUMMARY

The antioxidant activity of arbutus berry (Arbutus unedo L.) fruit and leaf and phenolic
substance amount and types in water and ethyl alcohol extracts were examined using different
concentrations and methods.

The highest extract yield of erbutus berry was in fruit — water.

(483,44 mg/g) The highest total phenolic compaund and total flavonoid contents were found in
the ethyl alcohol extract.

Comparing otherextracts of arbutus berry, the highest chelating activity of ferric (11) ions
was observed in ethyl alcohol extract. In determination of H2O; clearance activity, the highest
rate was in fruit — water extract of arbutus berry.

In determining the superoxide anion radical clearance activity, the highest rate was
identified in the arbutus berry fruit — ethyl alcohol extract among the other extracts. From the
perspective of radical DPPH- clearance activity, the highest activity was observed in arbutus
berry fruit — ethyl alcohol extract among the other extracts.

In determination of ABTS-* clearance activity, the highest activity was observed in
arbutus berry fruit — water extract among other extarcts of the fruit.

In determination of total ferric ions (Fe3*) reduction capacity, the highest capacity was
found in arbutus berry leaf — ethyl alcohol extract. In determining carotenoid content in arbutus

berry fruit, it is identified to contain % 4,46 per mg of dry weigh.
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As for the rate of lipid peroxidation inhibition by using the ferric thiocyanate method in
linoleic acid system, the highest score was observed in arbutus berry fruit — ethyl alcohol extract
(%45,71+0,34) among the other extracts.

In the analysis of phenolic substance matter by LC-MS/MS it is determined that the water
and ethyl alcohol extracts in arbutus berry, the highest phenolic substance concentrations were
gallic acid, isohamnetin and quarcetin, in leaf and ethyl alcohol extract the highest phenolic
substance concentration was found as quercetin.

It was concluded that all the extracts obtained from arbutus berry fruit and leaf have
antioxidant activity and both can be used as natural antioxidant sources. In addition to these by
supporting the production people can use it directly or by strenghtening with “in vivo” works

in pharmaceutics, functional activities can be achievable.

Key words: Arbutus unedo L., antioxidant activity, bioactive compouds, DPPH, ABTS.
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