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1. OZET

Asit Ilave Edilmis Farkh Céziiciillerde Hazirlanan Laurocerasus officinalis Roemer

(Karayemis) Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasitesinin Degerlendirilmesi

Laurocerasus officinalis Roemer yerel ismiyle ‘Karayemis’ 6 metre boya ulasabilen,
yaprak dokmeyen kii¢iik bir agac tiiriidiir. Karayemis meyveleri ¢ekirdekli ve sulu olup,
meyve eti acik pembe veya krem rengindedir. Karayemisin taze meyvesi kimyasal ve
antioksidan 6zellikleri bakimindan test edilmis; yliksek miktarda su, protein, pektin ve seker
yaninda cesitli fenolik bilesenler ve mineraller igerdigi belirlenmistir. Karayemisin giiglii
antioksidan 6zelligi sayesinde, bir¢ok hastaligin olusumunun ve gelismesinin énlenmesinde
faydas1 oldugu, biyolojik aktivitesinden ise yapisindaki ¢ok sayida flavonoid, aromatik asit ve

fenolik bilesigin sorumlu oldugu one siirtilmiistiir.

Bu ¢aligmada zengin polifenol kaynagi olarak bilinen karayemis meyvesinin ¢ekirdegi
cikartilarak, farkli ¢oziiciilerde (su, etanol ve DMSO) hazirlanan ekstraktlarma HCI ilave
edilerek, hidroliz edilmis ve edilmemis Ornekleri hazirlandi. Bu Ornekler arasindaki
antioksidan kapasite, toplam polifenoller, toplam flavonoidler, demir (III) indirgeyici
antioksidan potansiyeli ve serbest radikal yakalama aktivitesi yontemiyle belirlenip,
karsilagtirilmas: yapildi. Calisma sonucunda normal ekstraktlarda en yiliksek antioksidan
kapasitenin, DMSO’lu ekstraktlarda daha sonra sulu ve son olarak da etanollii ekstraktlarda
oldugu goriildi. Asit ilave edilerek hazirlanan ekstraktlarda ise en yiiksek antioksidan
kapasitenin yine DMSO’lu ekstraktlarda daha sonra etanollii ve son olarak da sulu
ekstraktlarda oldugu goriildii. DMSO’lu ve etanollii ekstraktlarda, asit ilavesi sonucunda,
antioksidan kapasitenin asit ilave edilmemis DMSO’lu ve etanollii ekstraktlara gére anlamli
bir artis gosterdigi belirlendi. Ama ayni karsilagtirma sulu ekstraktlar icin yapildiginda, asit
ilavesinin bu ekstraktlarda anlamli bir fark yaratmadigi belirlendi. Yapilan bu c¢alisma
sonucunda, karayemis meyvesinde asit hidrolizinin antioksidan aktivite {izerinde pozitif
yonde onemli derecede etkisi oldugu goriildii. Ayrica ekstraktlarin antioksidan potansiyeli,

polifenol ve flavonoid icerikleri ile orantili olarak bulundu.

Anahtar Sozciikler: antioksidan, flavonoidler, Laurocerasus officinalis Roemer,

polifenoller



2. SUMMARY

Evaluation of Antioxidant Capacity in Laurocerasus officinalis Roemer

(Cherry laurel) Extracts Prepared with Different Acid-Added Solvents

Laurocerasus officinalis Roemer known as local name "Karayemis" can reach 6 m
heigth and evergreen tree species. Cherry laurel have juicy fruits with seeds inside in it and its
pulp is light pink or cream colour. Fresh fruits of cherry laurel have tested in terms of its
chemical and antioxidant properties; besides the high proportion of water, protein, pectin and
sugar, it is determined to contain several phenolic compounds and minerals. Cherry laurel,
thanks to its powerful antioxidant properties, is helpful to inhibit occurrence of many diseases
and thier progression, it is suggested that a large number of flavonoid, aromatic acid and
phenolic compounds which are responsible for it's biological activity in the structure of cherry

laurel.

In this study, the hydrolyzed and non-hydrolyzed samples were prepared by adding
HCI to extracts that prepared in different solvents (water, ethanol and DMSO) by extracting
cherry laurel fruits known as the rich source of polyphenol. The capacity of antioxidant
between these samples were determined and compared by methods of total polyphenols, total
flavonoids, iron (III) reducing antioxidant potential and free radical scavenging activity. As a
result of study, DMSO extracts has the highest antioxidant capacity among normal extracts
then water and at last ethanol extracts. The highest antioxidant capacity has seen among the
extracts which are prepared by adding acid, again DMSO extracts then ethanol and at last
water extracts. As a result of adding acid, significant increase were seen at antioxidant
capacity of DMSO and ethanolic extracts than non-acid added extracts. But when the same
comparison is made for the aqueous extracts, it was determined that adding acid to these
extracts did not make a significant difference. As a result of this study, acid hydrolysis of
Cherry laurel fruits showed significant positive effect on antioxidant activity. Moreover,
antioxidant potential of extracts was found proportional with polyphenol and flavonoid

contents.

Key Words: antioxidant , flavonoids, Laurocerasus officinalis Roemer, polyphenols



3. GIRIS ve AMAC

Glinlimiizde son yillarda artan hastaliklara kars1 sentetik yapili ilaglarin yetersiz kalmasi
ve yan etkilerinin saptanmas1 dolayisiyla, dogal iirlinlere duyulan ihtiyac giderek artmaktadir.
Bu amagla bircok bitki, sebze ve meyvede bulunan dogal ekstraktlar antioksidatif,
antibakteriyel, antiviral ve antifungal etkileri bakimmdan farmakolojik yonlerden ¢ok yonlii

olarak arastirilmaktadir.

Karayemis, Laurocerasus officinalis Roemer ismiyle bilinen Laurocerasus Duhamel.
cinsine ait bir tiirdiir (1). Ulkemizde yaygm ismiyle ‘karayemis’ ya da ‘taflan’ olarak
adlandirilan bu bitkinin, Tirkiye’de yetistiriciligi icin en uygun iklim sartlari, Karadeniz’in
dogu kiy1 bolgeleri basta olmak iizere Kuzey ve Dogu Marmara, Toroslar ve Kafkaslar olarak

bilinmektedir (2).

Karayemis, Karadeniz Boélgesi’'nde deniz seviyesinden 20-1700 m’ye kadar olan
yiikseklikte yetisen, 6 metre boya ulasabilen, yaprak dokmeyen kiicliik bir agag tiirtidiir.
Karayemis meyveleri 8§ mm ¢apinda, c¢ekirdekli, sulu olup meyve eti acik pembe veya krem

rengindedir. Olgunlasan meyveler kirmizi veya koyu mor renktedirler (3-5).

Karayemisin besin degeri yiiksek bir meyve olmasinin yaninda antioksidan
maddelerce zengin oldugu bilinmektedir. Karayemisin taze meyvesi kimyasal olarak
incelenmis ve yapisinda su, pektin, askorbik asit, bol miktarda protein ve karbohidrat yaninda
cesitli fenolik bilesenler ve mineraller igerdigi belirlenmistir (4). Olgun karayemis
meyvesindeki bazi diisiik molekiil agirlikli karbohidratlar gaz kromatografisi ile belirlenmis,
fruktoz, glukoz, sorbitol yliksek oranda olmak flizere ksiloz ve arabinoz varligi tespit

edilmistir. Mannitol varlig1 da arastirilmis fakat bulunamamaistir (6, 7).

Meyvenin fenolik asit kompozisyonu incelendiginde hidroksibenzoik asitler ve
hidroksisinnamik asitler saptanmistir. Karayemisin radikal yakalama kapasitesi bakimindan
fenolik icerigi askorbik asit gibi referans bilesiklerden daha yiiksek bulunmustur. Karayemisin
HPLC/MS/MS ile flavonoid analizi yapildiginda fenoliklerin yaklasik % 24-32
oranini antosiyaninlerin olusturuldugu goriilmiistiir. Bu bakimdan karayemis zengin bir

antosiyanin kaynagidir (2, 8, 9).

Karayemis bitkisinin faydalamildigi kisimlar1 yapragi, cekirdegi ve meyvesidir.
Meyveler taze olarak tiiketilebilecegi gibi kurutularak, kavrularak, regel, pekmez, tuzlama ve
tursu seklinde de tiiketilmektedir. Giiclii antioksidan 6zelligi sayesinde bir¢cok hastaligin

olusumunu ve gelismesini dnlemesinde faydasi oldugu goriilmiistiir. Karayemis meyvelerinin



halk arasinda mide iilseri ve bagirsak tembelligi basta olmak iizere, sindirim sistemi
hastaliklari, idrar rahatsizliklari, egzama, Alzheimer, seker hastaligi, doku ve cilt
bozukluklari, bronsit ve kanser gibi baz1 hastaliklarin tedavisine iyi geldigi bilinmektedir (2,

10).

Fenolik bilesikler ya da daha yaygin olarak kullanilan ismi ile ‘polifenoller’ bitkiler
aleminin ¢ok biiyiik bir kisminda bulunan, sekonder metabolitlerdir. Fenolik bilesikler
bitkilerin renk, koku ve tadindan sorumlu olmakla beraber giiclii antioksidanlardir ve
aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir (11). Bitki metabolizmasinda bol miktarda bulunan
fenolik bilesikler genel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilir (12,

13).

Flavonoidler bitkiler tarafindan {iretilen, bitkinin tohum, yaprak, meyve ve
ciceklerinde bol miktarda bulunan dogal bilesiklerdir. Bitkileri ultraviyole isinlarina ve
mikroorganizmalara kars1t korurlar. Ayrica farmakolojik, antimikrobiyal, antioksidan,

antikanserojen 6zelliklerinin oldugu da bilinmektedir (14, 15).

Flavonoidlerin hidroksil gruplar: reaktif 6zellilerinden dolay1 kolaylikla glikozillenir.
Bu nedenle flavonoidler dogada aglikon seklinde degil glikozid formlar1 seklinde bulunur
(16). Glikozit birimi genellikle glukozdur. Besinsel flavonoidler genellikle glikozillenmistir.
Insan viicuduna alindiklarinda bagirsaklarda hidroliz  edilerek aktif aglikonlara
doniisiirler. insan ve hayvanlarda mide-bagirsak sisteminden emilirler veya degismeden ya da

metabolitleri halinde idrar ve digki ile atilirlar (17, 18).

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran yiiksek enerjili, kararli olmayan atom veya molekiillerdir. Yapilarinda eslesmemis
elektronlar1 olmasi, serbest radikallere oldukca reaktiflik kazandirrr (19, 20). Serbest
radikaller canlilik i¢in gereklidir. Elektron transferi, enerji liretimi ve pek ¢ok diger metabolik
islevde temel olustururlar. Ama diger molekiillerle reaksiyona girdiklerinde bir dizi zincir
reaksiyonu baglatir. Eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranig gosterirse
hiicredeki protein, lipid, niikleik asitler gibi bir¢ok biyolojik metabolite zarar vermektedirler
(21).

Canli organizmalarda, serbest radikallerin neden oldugu hasari, engelleyen, geciktiren,
etkisini azaltan ve viicudun i¢ dengesinin korunmasina yardimci olan birgok savunma

mekanizmas1 gelismistir. Bunlar ‘antioksidan savunma sistemleri’ ya da ‘antioksidanlar’

olarak adlandirilir (22, 23).



Fenolik bilesikler i¢inde, hidrojen verici, serbest radikal yakalayici ve zincir kirma
ozelliklerinden dolay1 en etkili antioksidanlar flavonoidler olarak belirlenmistir. Flavonoidler
antioksidan etkileri sayesinde siiperoksit anyonunu, peroksil, hidroksil radikalini ve singlet

oksijeni yakalayabilir (24, 25).

Flavonoidlerin aglikon formlar1 ve bunlarm glikozit formlar1 antioksidan aktivite
acisindan degerlendirildiginde glikozitlerin daha az etkili oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
flavonoidlerin antioksidan etkileri hidroksillenme derecesine gore artarken, yapiya baglanan

sekere ve cinsine gore de azalir (26).

Antioksidan olarak fenolik bilesikler kanser, kalp hastaliklari, katarakt, goz hastaliklar1
ve alzheimer gibi hastaliklar1 engellemektedir. Yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda fenolik
bilesiklerin antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral

ve antirombotik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (27, 28).

Bu calismada zengin polifenol kaynagi olarak bilinen ve iilkemizde Karadeniz
Bolgesinde yaygin olarak yetisen, yaz meyvesi oldugu halde kurutulup kis meyvesi olarak da
tilketilen karayemis meyvesinin, farkli ¢dziiclilerde hazirlanan ekstraktlarina HCI ilave
ederek hidroliz edilmis ve edilmemis ekstraktlar1 arasindaki antioksidan kapasitenin toplam
polifenoller, toplam flavonoidler, demir indirgeyici antioksidan potansiyeli ve DPPHe radikal

temizleme aktivitesi belirlenip, karsilastirilmasi amaglanmastir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Laurocerasus officinalis Roem. (Karayemis)

Karayemis, Spermatopyta bolimi, Magnoliatae smifi, Rosaceae familyasi,
Laurocerasus Duhamel. cinsine ait bir tiir olup Laurocerasus officinalis Roemer veya Prunus
laurocerasus (L.) Mill. gibi isimlerle bilinmektedir (1). Ulkemizde yaygm ismiyle
‘karayemis’ ya da ‘taflan’ olarak adlandirilan bu bitkinin, diinyada degisik formlarina Kuzey
Iran, Avrupa’nin giineydogusu ve Balkanlar’da rastlanmaktadir. Tiirkiye’de karayemis
bitkisinin yetistiriciligi i¢in en uygun iklim sartlari, Karadeniz’in dogu kiy1 bolgeleri basta
olmak tlizere Kuzey ve Dogu Marmara, Toroslar ve Kafkaslar olarak bilinmektedir. Bu
bolgeler icerisinde karayemis, Rize, Trabzon (Magka-Meryemana Vadisi), Giresun, Sinop
(Ayancik), Zonguldak (Devrek), Kastamonu, Bartin, Bolu, izmit (Keltepe), Adapazari,
Istanbul (Belgrat Ormani, Alemdag), Bursa (Uludag) ve Osmaniye (Gavurdaglar1)'de orman
veya orman kiyilarinda dogal olarak yetismektedir. Bitkinin bol {iriin vermesi i¢in bulundugu
bdlgenin giinesli, nemli ve 1liman iklim kosullarina sahip olmasi gerekmektedir. Sahip oldugu
ozellikler ve bulundugu yerin rakim sartlarina bagh olarak Subat-Mart aylarinda erken cicek
acarak, bahar ge¢ donlarindan zarar gormesi dolayisiyla bazi yillar az {riin elde

edilebilmektedir (2).

Karayemisin dogal ve kiiltiir formlar1t mevcuttur. Karayemisin dogal formu, Karadeniz
Bolgesi’nde deniz seviyesinden 20-1700 m’ ye kadar olan yiikseklikte yetisen, 6 metre
boyutlarinda, yaprak dokmeyen kiiciik bir agag tiiriidiir. Karayemis meyveleri 8§ mm ¢apinda,
cekirdekli, sulu olup meyve eti agik pembe veya krem rengindedir. Olgunlasan meyveler

kirmiz1 veya koyu mor renktedir (3-5).

Karayemisin kiiltiir formlar1 5-10 hatta 15-20 m boyunda agaclardir. Kiiltiir formlar1
yaprak sekli ve boyutunun yaninda meyve rengi ve boyutlar1 bakimindan da birbirinden farkl

ozellikler gostermektedir (5).

Ulkemizde su ana kadar yapilan morfolojik ve sitolojik karakterizasyon
calismalarinda, karayemisin hem morfolojik hem de sitolojik olarak, meyve ve yaprak
icerikleri bakimindan farkliliklar gosterdigi ‘Oxygemmis’, ‘Globigemmis’, ‘Angustifolia’
olmak iizere g kiiltlir formu tespit edilmistir. Bu formlardan Oxygemmis’in meyvelerinin iri
ve olgunlastiginda parlak siyah renkte, meyve tadmin ise aci ve mayhos oldugu;
Globigemmis’in meyvelerinin Oxygemmis’in meyvelerine gore daha ince mezokarpli, sert ve

olgunlastiginda siyah renkte olup tad1 Oxygemmis’e gore daha iyi ve az mayhos oldugu ve bu



formun meyvelerinin yemek i¢in daha ¢ok tercih edildigi bildirilmistir. Bu ii¢ formdan daha
genis bir dagilim gosteren Angustifolia’nin Avrupa’da siis bitkisi olarak kullanildig1 ve bu
formun yaprak ylizeyinin parlak, koyu yesil, yaprak boyunun 12 cm, eninin 4 cm oldugu ifade
edilmistir (29).

Karayemis bitkisinin faydalanildigi kisimlar1 yapragi, ¢ekirdegi ve meyvesidir. Kiiltiir
formlarinda ise sadece meyve kisimlarindan yararlanilir. Meyveler taze olarak tiiketilebilecegi
gibi kurutularak, kavrularak, regel, pekmez, tuzlama ve tursu seklinde de tiiketilmekte ve
koku ve tat kazandirmak i¢in kompostolara ve pastalara katilmaktadir. Meyvelerin insan1 tok
tutmasinim yaninda sindirimi de kolaydir. Giiglii antioksidan 06zelligi sayesinde bir¢ok
hastaligin olusumunun ve gelismesinin 6nlemesinde faydasi oldugu goriilmiistiir. Karayemis
meyvelerinin halk arasinda mide iilseri ve bagirsak tembelligi basta olmak iizere, sindirim
sistemi hastaliklari, idrar rahatsizliklari, egzama, alzheimer, seker hastaligi, doku ve cilt
bozukluklari, bronsit ve kanser gibi bazi hastaliklarin tedavisine i1yi geldigi bilinmektedir.
Karayemisin taze yapraklar1 ise, ¢ay gibi demlenip elde edilen suyun oksiiriik kesici, spazm
dindirici ve bulant1 giderici 6zelligi bulunmaktadir. Ayrica sindirim bozukluklarma da yararh

oldugu bilinmektedir (2, 10).
4.1.1. Karayemis Meyvesinin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

Karayemis besin degeri yiiksek bir meyve olmasinin yaninda antioksidan maddelerce
zengin oldugu bilinmektedir. Karayemisin taze meyvesi kimyasal olarak incelenmis ve
yapisinda su, pektin, askorbik asit, bol miktarda protein ve karbohidrat yaninda ¢esitli fenolik
bilesenler ve mineraller igerdigi belirlenmistir. Mineraller acisindan incelendiginde yiiksek
oranda potasyum (K), magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), sodyum (Na), mangan (Mn) ve eser
miktarda bakir (Cu), ¢inko (Zn), ve demir (Fe) icerdigi goriilmiistiir (4).

Olgun karayemis meyvesindeki bazi diisiik molekiil agirlikli karbohidratlar gaz
kromatografisi ile belirlenmistir. Fruktoz, glukoz, sorbitol yliksek oranda olmak iizere ksiloz
ve arabinoz varligi tespit edilmistir. Mannitol varhigi da arastirilmis fakat bulunamamistir.
Olgunlagsmis karayemis meyvesinin ve U¢ farkli kiiltiiriiniin (Angustifolia, Globigemmis,
Oxygemmis) GC-MS analizi ile yag asidi ¢esitlerine bakilmig, zengin linoleik asit miktar1
yaninda palmitik, stearik ve oleik asit varligi da tespit edilmistir (6, 7). Tablo 1°de

karayemiste bulunan baslica bilesenler verilmistir.



Tablo 1. Karayemisin kimyasal bilesenleri

Fenolik bilesikler Diger maddeler
) Klorojenik Asit
ieflt(l)hk Hidroksibenzoik Asitler
sier Hidroksisinnamik Asitler Su
Pektin
Antosiyani ) .
'n os'1 y.a i . Karbohidrat (glukoz, fruktoz, sorbitol,
Siyanidin glukozit
Siyanidin rutinozit ksiloz, arabinoz)
Flavonoidler Pelargc?nidir'l glukozit Protein
Kuma'rﬂ( asit Yag (linoleik asit, palmitik asit, stearik asit,
Katesinler o
Kuersetin rutinozit oleik asit)
Askorbik asit
Malik asit Mineraller ( K, Mg, Ca, Na, Mn, Cu, Zn,
Organik Quinik asit Fe)
Fumarik asit

Karayemis meyvesi organik asit bakimindan incelendiginde malik asitin baskin oldugu
bunu sirastyla quinik asit, sitrik asit ve fumarik asitin izledigi goriilmiistiir. Meyvenin fenolik
asit kompozisyonu incelendiginde klorojenik asitin baskin olmasiyla beraber ayrica
hidroksibenzoik asitler (gallik asit, protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve
siringik asit) ve hidroksisinnamik asitler de (kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve O-
kumarik asit) saptanmistir. Karayemisin radikal yakalama kapasitesi bakimindan fenolik
icerigi askorbik asit gibi referans bilesiklerden daha yiiksek bulunmustur. Karayemisin
HPLC/MS/MS ile flavonoid analizi yapildiginda fenoliklerin yaklasik % 24-32
oranmni antosiyaninlerin (siyanidin glukozit, siyanidin rutinozit, pelargonidin glukozit,
kuersetin-3-galaktozit, kuersetin rutinozit, kuersetin glukozit, kumarik asit, kaemferol-
glukozit, (-)-gallokatesingallat (GKG), (-)-epikatesin (EK), (-)-katesingallat (KG), (-)-
Epigallokatesingallat (EGKG) ) olusturuldugu gorilmiistiir (Sekil 1). Bu bakimdan
karayemis zengin bir antosiyanin kaynagidir (2, 8, 9). Ayrica flavonoidlerin alt grubu
olan katesinlerin, yliksek antioksidan etkileri ile serbest radikalleri yok ederek, saglik

iizerinde ¢ok sayida yararinin oldugu belirtilmistir (30, 31).
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Sekil 1. Karayemisin yapisinda bulunan bazi flavonoidler ve fenolik asitler (32, 33)



4.1.2. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler ya da daha yaygin olarak kullanilan ismi ile ‘polifenoller’ bitkiler
aleminin ¢ok biiyiik bir kisminda bulunan, sekonder metabolitlerdir. Fenolik bilesikler
bitkilerin renk, koku ve tadindan sorumlu olmakla beraber giiclii antioksidanlardir ve
aktiviteleri kimyasal yapilarma baghdir (11). Yapisal olarak aromatik halkasinda bir veya
daha fazla hidroksil (-OH) grubu iceren bilesiklerdir. Yapisinda tek hidroksil grubu
bulunduran fenol, en basit fenolik bilesiktir. Diger tiim fenolik bilesikler, fenol yapisindaki
benzen halkasina farkli radikal gruplarin  baglanmasiyla olusmuslardir.  Bitki
metabolizmasinda bol miktarda bulunan fenolik bilesikler genel olarak fenolik asitler ve

flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilir (12, 13).

4.1.2.1 Fenolik Asitler
Bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik asitler, hidroksibenzoik asit ve

hidroksisinnamik asit tiirevlerinden olusmaktadir (34).

Hidroksisinnamik asitler; Ce-C; karbon yapisina sahip olup, kafeik asit, p-kumarik
asit, klorojenik asit, t-sinnamik asit, 5-hidroksiferulik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik
asit ornek olarak verilebilir. Hidroksisinnamik asitler ve tiirevlerinin yan zincirlerindeki ¢ift
bag, bu bilesiklerin cis ve trans izomerleri halinde bulunmasm saglamaktadir.

Hidroksisinnamik asitler bitkilerde cok az miktarda serbest halde goriiliir. Cogunlukla, seker
esteri veya tartarik asit, kuinik asit ve sikimik asitin esterleri halinde bulunurlar. Ornegin,

cogu bitkide bulundugu tespit edilen klorojenik asit, kafeik asit ve kuinik asitin esteridir.

Hidroksibenzoik asitler; C¢-C; karbon yapisina sahip olup, p-hidroksibenzoik asit,
protokatesik asit, vanilik asit, siringik asit ve gallik asit 6rnek verilebilir (Sekil 2). Bitkisel

gidalarin yapisinda genellikle iz miktarlarda bulunan renksiz bilesiklerdir (35).
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OH OH OH

H5CO OCH; OCHjs OH
CH=CHCOOH CH=CHCOOH!| CH=CHCOQHI
Sinapik asit Ferulik asit Kafeik asit

Hidroksisinnamik asitler

COOH COOH COOH
e oL OH OCHj
OH OH OH
Gallik asit Protokatesik asit Vanilik asit

Hidroksibenzoik asitler

Sekil 2. Hidroksisinnamik ve Hidroksibenzoik asitler

Bitkilerde ¢ok fazla bulunan fenolik asitler dogal antioksidan maddelerdir. Fenolik
asitlerin antioksidan etkileri, aromatik halkada tasidiklar1 hidroksil gruplarmin sayisina,
baglanma yerine ve pozisyonlarma bagl olarak degisir (36, 37). Yapilarindaki hidroksil

grubu sayisi arttikca antioksidan etkinin de arttigi gortilmiistiir (38).
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4.1.2.2 Flavonoidler

Flavonoidler bitkiler tarafindan {iretilen, bitkinin tohum, yaprak, meyve ve
ciceklerinde bol miktarda bulunan dogal bilesiklerdir. Bitkileri ultraviyole isinlarina ve
mikroorganizmalara karst korurlar. Ayrica farmakolojik, antimikrobiyal, antioksidan,
antikanserojen Ozelliklerinin oldugu da bilinmektedir (14, 15). Bitki fenollerinin en genis
sinifin1 olusturan flavonoidlerin karbon iskeleti, bir oksijen iceren heterosiklik alt1 tiyeli orta
halka ve bu halkaya ii¢ karbonlu zincir ile bagli iki fenil halkasindan olusur (Sekil 3). 15

karbon atomu igeren flavonoidler difenilpropan Cs-Cs-Cg yapisindadir (39).

Flavonoid yapilarina baglanan en yaygin substituentler hidroksil gruplaridir. Reaktif
ozellilerinden dolay1 ¢ok aktif olan hidroksil gruplar1 kolaylikla alkillenir veya glikozillenir.
Bu nedenle flavonoidler dogada aglikon seklinde degil glikozid formlar1 seklinde bulunurlar.
Aglikonlarin, glikozillenme derecesi, seker kalintilarnin aglikona baglanma pozisyonlari,
sekerlerin oksit halkasmin yapist ve glikozit baglarmin konfigiirasyonu flavonoidlerin
cesitliligini arttran sebeplerdendir (16). Glikozit birimi genellikle glukozdur ancak
glukoramnoz, galaktoz, arabinoz ve L-ramnoz da bulunabilmektedir. Besinsel flavonoidler
genellikle glikozillenmistir. Insan viicuduna girdiklerinde bagirsaklarda hidroliz edilerek aktif
aglikonlara doniisiirler. Insan ve hayvanlarda mide-bagirsak sisteminden emilirler veya

degismeden ya da metabolitleri halinde idrar ve digki ile atilirlar (17, 18).

Me

|

OH

)\ e OH =— Glikozil
Glikozil—= HO “B|
\/;;’:—\““x H““‘_E
¢ AQ\ OH—=———Me
.'bns b

e ="
T oH
=

OH ~Glikozil

!

Glikozil

Sekil 3. Flavonoidlerin genel yapisi ve flavonoid yapilarinda substituentlerin en yaygin
yerlesme pozisyonlar1 (33)
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Flavonoidler; antosiyaninler ve antoksantinler seklinde siniflandirilir. Antoksantinler,
renksiz veya beyazdan sartya doniik renkte olurlar ve flavonlar, flavonoller, flavanon,
izoflavonlar ve flavanoller (katesinler) olarak simiflandirir (Sekil 4) (40). Cesitli flavonoid
siniflar1 arasindaki farklar; heterosiklik halkanmn oksidasyon derecesinden, yapiya baglanan
hidroksil gruplarinin sayisindan ve yapmin doymamislhik derecesinden kaynaklanmaktadir (8,
41).

flavon flavonol
|
OH
HO. 0
HO O - '
"~
H O
OH OH
H
flavanol izoflavon

antosiyanidin flavanon

Sekil 4. Flavonoid gruplariin temel kimyasal yapilar1
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4.1.2.2.1. Antoksantinler

a) Flavonlar: Flavonoidler arasinda en yaygin olarak bulunan siniftir. Bitkilerde hem
serbest (aglikon), hem de glikozitleri halinde bulunurlar. Yapilarinda yalniz oksijen
fonksiyonu icermelerinden dolayi, bu grup bilesiklere, oksijenli veya O- substitue flavonlar

da denilir. Flavonlarm O- substitue tiirevleri dogada yaygindir (16).

b) Flavonoller: Kristalsi veya amorf 6zellikli olup, yapilarinda bulunan hidroksil
ve/veya metoksil gruplarinin sayisma bagli olarak gruplandirilabilirler. Sekerlerle glikozit

halinde baglanmis olarak bulunan flavonollere, 6rnek olarak kaemferol, kuersetin verilebilir
(41).

¢) Flavanonlar: Cogunlukla glikozillenmis tiirevlerine rastlanan bu smif, 6zellikle
turunggillerde yaygim olarak bulunur. En 6nemlilerine 6rnek olarak naringin, hesperidin ve

naringenin verilebilir. Elma ve armutlarda bulunan dihirokalkon yapisindaki bilesiklerden

floretin ve floridzin 6nemlidir (42).

d) izoflavonoidler: Bazi meyve ve sebzelerde, basta soya fasulyesi olmak iizere
cesitli baklagillerde bulunan bilesiklerdir. Genistein, daidzein ve glisitein soya fasulyesinde

bulunan izoflavonoidlerin ii¢ temel aglikon formudur (43).

e) Flavanoller (katesinler): Hemen her meyvede bulunan katesinler,
flavonoid biyosentezinde ara {iriin olarak yer alirlar. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak
havadaki oksijen ile kolaylikla reaksiyona girerler. Reaksiyon sonunda kondense olarak
proantosiyanidinleri olustururlar (Sekil 5) (42). Proantosiyanidinlerin molekiil agirliklar1 7000
Dalton’a kadar ulasabilmektedir. Bu bilesiklerin buruk veya aci tadi molekiil agirliklarina
baghdwr. Kisa zincir uzunlugundaki molekiiller renksiz oldugu halde polimerizasyon
dereceleri yiikseldikce renkleri saridan kahverengine doniismektedir. Ancak asitli ortamda
isitildiklarinda antosiyanidinlere doniiserek tipik, kirmizi-mor bir renk alirlar. Bu nedenle

proantosiyanidin adi verilmektedir (44).
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Sekil 5. Prosiyanidinlerin genel kimyasal yapis1

4.1.2.2.2. Antosiyaninler

Suda c¢oziinebilen antosiyaninler, dogada aglikon halde degil antosiyanidinlerin
(aglikonlarin) glikozitleri halinde bulunur (45). Antosiyaninler kendi i¢inde siyanidin
(kirmiz1), paenodin (agik kirmizi), delfinidin (koyu mavi), petunidin (mavi-mor), malvidin
(mor) ve pelargonidin (turuncu) olmak tizere farkli renkler iceren formlara ayrilir (46).
Meyve ve sebzelerin kirmizi, mavi, mor gibi cesitli renklerde olmasini saglayan dogal renk
maddeleridir (47). Dogada birbirinden farkli yiizlerce antosiyanin bulunmaktadir. Bu
antosiyaninler arasindaki farklilik, temel antosiyanidin iskeletindeki hidroksil ve metoksil
gruplarmin yeri ve sayisi, baglanan seker grubunun yapisi, sayisi ve baglanma yeri, agillenme
durumundan kaynaklanmaktadir (48). Antosiyaninler arasindaki bu yapisal farklilik
antioksidan aktivitelerini de etkilemektedir. Insan beslenmesinde Onemli yer tutan bu
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri vitamin C ve E’den daha yiiksek oldugu bilinmektedir
(49). Antosiyaninlerin obezite, kalp-damar hastaliklarmin Onlemesi, antikanserojen ve

antienflamatuar etkisi cogunlukla antioksidan aktivitelerine baglanmaktadir (50).
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4.2. Radikal Kavrami ve OKksidatif Stres
4.2.1. Serbest Radikal Kavrami

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran yiiksek enerjili, kararli olmayan atom veya molekiillerdir. Yapilarinda eslesmemis
elektronlart  olmasi1  serbest radikallere oldukca reaktiflik kazandirr.  Ancak
eslesmemis elektronlara sahip olduklari halde Fe’*, Cu®*, Mn>" ve Mo”" gibi gecis metalleri
serbest radikal olarak kabul edilmezler. Ama radikal olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Organizmada gecis metallerini (Fe*” ve Cu’" gibi metaller) iceren enzimler vasitasiyla,
molekiiler oksijene tek elektronlarinin transferi suretiyle, oksidasyon reaksiyonlar1 meydana
gelir (19, 20). Serbest radikaller katyon, anyon veya elektriksel olarak notral olabilirler (51).
Diger molekiillerle elektron aligverisinde bulunabilen bu molekiillere ‘radikal’ veya ‘oksidan
molekiiller’ de denilir. Tek olan bu elektron yapilari, genellikle {ist kisma yazilan bir nokta

(O°) veya ¢izgi (O ) ile gosterilir (51, 52).

Serbest radikaller canlilik i¢in gereklidir. Elektron transferi, enerji tiretimi ve pek ¢ok
diger metabolik islevde temel olustururlar. Ama diger molekiillerle reaksiyona girdiklerinde
bir dizi zincir reaksiyonu baslatirlar. Eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranis gosterirse

hiicredeki protein, lipid, niikleik asitler gibi bir¢ok biyolojik metabolite zarar vermektedirler
(21).
4.2.1.1. Serbest Radikal Olusum Nedenleri

Serbest radikaller, hiicrenin normal metabolizmasi sirasinda olusabildikleri gibi,
antineoplastik ilaglar, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlarm hiicre i¢indeki
metabolizmasi sirasinda ve dis etkenler (1s1, 151k, radyasyon, hava kirliligi, sigara) etkisiyle de
olusabilmektedirler (53). Bu nedenle serbest radikal artirici faktorler endojen ve
eksojen olmak tizere iki grupta toplanabilir. Tablo 2’de Serbest radikallerinin kaynaklar1

verilmistir.
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Tablo 2. Serbest radikallerin kaynaklar1 (54)

Endojen kaynaklar

e Mitokondrial elektron transport sistemi

e Mikrozomal elektron transport sistemi

e Kiloroplast elektron transport sistemi

e Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemi

e (Oksidan enzimler

>
>
>
>
>

Ksantin oksidaz
Triptofan dioksijenaz
Galaktoz oksidan
Siklooksijenaz

Lipooksijenaz

e Fagositik hiicreler

> Notrofiller

» Monosit ve Makrofajlar
» Eozinofiller

> Entotelyal hiicreler

e Otooksidasyon reaksiyonlar1

Eksojen Kaynaklar

e Redoks potansiyelli maddeler (paraquat, doksarubisin, alloksan)

e Ilac oksidasyonlar1 (parasetamol, karbontetrakloriir)

e Sigara

e lyonize radyasyon

e (iines 15181

e Isisoku

e Okside glutatyon
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4.2.1.2. Serbest Radikallerin Genel Reaksiyonlar

Serbest radikaller hiicre i¢indeki olaylarin haricinde belirli dig etmenlerden nedeniyle
de olusabilir. Atomlarin orbitallerinde hareket eden elektronlar, birbirine zit yonde ve ayni
orbitalde en fazla iki elektron icermelidir. Bu durumda serbest radikaller ti¢ farkli yolla

olusabilir (55, 56).

1. Molekiiliin kovalent baginin homolitik parcalanmasi sonucu olusan serbest

radikaller. Bu boliinme sonucu, her bir atomda ortak bagdaki elektrolardan esit sayida kalir.

A:B — A'+B

2. Normal bir molekiilden disariya bir tane elektron verilmesiyle veya molekiiliin ortak
bagmnin heterolitik olarak pargalanmasi sonucu olusan serbest radikaller. Heterolitik

parcalanmada kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan herhangi birisinde kalir.

A:B > AT+B

3. Bir molekiil veya atom digaridan bir elektron alarak serbest radikal haline gelebilir.

Elektron alan molekiil veya atom dnceden yiiklii halde bulunabilir.

At+te — A (F)

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, en fazla elektron transferi sonucu meydana

gelir (57).
4.2.1.3. Serbest Radikal Tiirleri

Canlilar, solunum olaylarin1 devam ettirebilmek i¢in, oksidasyon tepkimelerinde rol
alan havadaki oksijen molekiiliinii kullanir. Paralel durumda iki tane eslesmemis elektrona
sahip oksijen molekiiliiniin biiyiik bir kismi1 elektron tagima sisteminde, ¢ok az kismi ise diger
olaylarda kullanilmaktadir. Molekiiler oksijen (O;) solunum zincirinde, enerji kaynagi olarak
kullanilan molekiillerden (karbohidratlar, yaglar ve proteinler) meydana gelen NADH ve
FADH,’ den dort elektron alarak suya indirgenir. Sahip oldugu eslesmemis elektronlar

molekiiler oksijenin kendisini de ayn1 zamanda ‘biradikal’ yapmaktadir. Biradikal oksijen
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molekiilii serbest radikallerle ¢ok kolay ve hizlica reaksiyona girmesine karsin, radikal
olmayan gruplarla etkilesimi az ve yavas ger¢eklesmektedir (55, 58).
Radikaller oksijen igerip i¢ermedigine gore, serbest oksijen radikalleri (SOR) ve

oksijen igermeyen radikaller olmak {izere ikiye ayrilir (59).
4.2.1.4. Serbest Oksijen Radikalleri

Biyolojik sistemlerde en Onemli serbest radikaller molekiiler oksijenin tam
indirgenmemis oksijen metabolitleri olan serbest oksijen radikalleridir (60). Oksijen tiirevli
bu radikallerden bazilar1 siiperoksit radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet
oksijen ve nitrik oksit seklinde siralanabilir (61). En sik karsilagilan serbest oksijen radikalleri
Tablo 3’de gosterilmistir. Molekiiler oksijen ve oksijenin en stabil formu olan H,O ile
arasinda ii¢ ara basamak bulunmaktadir. Asagida molekiiler oksijenin bir dizi tepkime ile suya

kadar indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri gosterilmektedir (62).

e e e e
02 - 02" - H202 - OH =— HZO

molekiiler stiperoksit hidrojen hidroksil su
oksijen radikali peroksit radikali

Tablo 3. En sik karsilasilan serbest oksijen radikalleri (63)

Radikaller Non - radikaller
Stiperoksit radikali (O;7) Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidroksil radikali (OH’) Hipokloroz asidi, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O;

Alkoksil, RO Singlet oksijen, 'O
Hidroperoksil, HO", Peroksinitrit, ONOO’
Nitrik oksit, NO’ Hidroperoksit, L(R)YOOH
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4.2.1.4.1. Siiperoksit Radikalleri (O,")

Tim aerobik hiicrelerin mitokondrisinde gergeklesen elektron transferinde, oksijenin
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikalleri olusur (64). Siiperoksit olusumu
ortamdaki oksijen konsantrasyonuna bagli olup bu radikallerin yar1 émrii uzundur. Ayrica
lipofilik 6zelliginden dolay1 olustugu yerden uzak bolgelere diflizyonla yayilabilmektedir
(65).

Diisiik pH’da daha etkin olan siiperoksit radikalinin zarar verici etkisi oldukc¢a azdur.
Bu zayif radikalin asil onemi, hidrojen peroksit (H,O,) gibi kuvvetli bir radikale kaynak
olmasidir. Siiperoksit (O,") radikali ile perhidroksil (HO,) radikali birbirleriyle
dismutasyon tepkimesine girerler ve biri okside olurken digeri indirgenir. Bu reaksiyon

sonucunda molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir (62, 64, 66).

O+t € = O, (siiperoksit radikali)

H202 + 02'- = OH + OH + 02

Stiperoksit radikali nanenzimatik elektron aligverisiyle veya enzimler vasitasiyla
meydana  gelebilir. Bu oksijen merkezli radikal, ge¢is  metallerinin  iyon
hallerini, ferriketilendiamintetraasetik asit (FesEDTA) ve sitokrom C gibi demir kompleksli
bilesikleri indirgeme Ozelligine sahiptir. Ayrica Askorbik asit’in sulu ¢ozeltisini

oksitleyebilmektedir (67).
4.2.1.4.2. Hidroksil Radikalleri (OH")

Hidroksil radikali, serbest radikallerin en reaktif formudur. Hemen hemen biitiin
biyomolekiillerle (lipid, protein ve niikleik asitler) reaksiyona girebilir. Hidroksil (OH")

radikali suyun iyonize radyasyona maruz kalarak iyonlarina ayrigmasi sonucu olusabilir (51).

H,O = H' + OH

Ayrica bu reaktif radikal, ‘fenton’ reaksiyonu sonucu olusan hidrojen peroksidin
Fe™ ve diger gecis elementleri varliginda (Cu, Mn, Zn, Cr, Co, Ni, Mo) indirgenmesiyle

olusabildigi gibi, Haber-Weis reaksiyonu olusan H,O,’nin O," radikali ile reaksiyona
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girmesiyle de olugsmaktadir. Haber-Weis reaksiyonu katalizor varliginda ya da katalizorsiiz

gerceklesebilir. Katalizorstliz reaksiyon oldukga yavastir (68, 69).

Fe’" + HyO, mmme- Fe** 4+ OH + OH

Fenton Reaksiyonu

Cu' + Hy,0) wmme Cu?' + OH + OH

Hidroksil (OH-) radikalleri olustugu yerlerde tiyoller ve yag asitleri gibi farkl
molekiillerden bir proton alarak, tiyil ad1 verilen radikaller (RS"), karbon merkezli organik
radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQO") gibi hasar verici ikincil radikalleri olustururlar
(58, 62).

Hidroksil radikalinin yarilanma omrii ¢ok kisadir. Canli metabolizmasida olustuklari
anda ciddi hasarlara sebep olurlar. DNA’nin seker ve baz yapilarinda hasarlar olusturarak
DNA’da zincir kiriklar1 olustururlar. Bu hasarlar ¢cok derin olmas1 durumunda mutasyonlar ve

hiicre 6liimleri meydana gelebilir (70, 71).
4.2.1.4.3. Hidrojen Peroksit (H,O>)

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin iki elektron ve iki tane proton (H') almasiyla
veya Siiperoksitin disaridan bir elektron alip, iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana

gelir.

02 +2¢e + 2H+ —— H202

e, 2H"
<SS
Oy s — H,0,

Canli organizmalarda siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon

reaksiyonu sonucunda H,O; olusur. Bu reaksiyonda iki siiperoksit radikali, iki elektron ve iki
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proton alarak H»O, ve molekiiler oksijeni olusturur. Reaksiyon sonucu radikal olmayan

iirtinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (72, 73).

202'_ + 2H+ ——— H202 + 02

Yapisinda eslesmemis elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz ve reaktif bir
tiir degildir. Ama biyolojik membranlara kolaylikla girebilmesinden dolay1 olduk¢a 6nemlidir
(51, 72). Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde serbest oksijen
radikalleri grubuna dahildir. Ciinkii bu molekiil, serbest radikallerin olusumunda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Hidrojen peroksit, Fe' veya diger gecis metallerinin varhgmnda ‘Fenton
tepkimesi’ sonucu ya da siiperoksit radikalinin (O,” ) bir proton alarak ‘Haber-Weiss’
tepkimesi yoluyla reaktivitesi ve zarar verme egilimi ¢ok biiyiik olan hidroksil radikalini

(OH") olusturur (74).

Fe™ + H,0Q,™==  Fe¢" + OH' + OH  Fenton Reaksiyonu
H+

0,"+ H,O) =———— (,+ H,O+ OH  Haber —Weiss Reaksiyonu

4.2.1.4.4. Singlet Oksijen (‘O,)

Serbest radikal reaksiyonlarini baslatan singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu
olmadig icin radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Doymus yag asitleri ile dogrudan
tepkimeye girerek peroksit radikalini (ROO-) meydana getirir ve lipid peroksidasyonunu
(LPO) baglatabilir (68).

4.2.1.4.5. Nitrik Oksit (NO")

Memeli hiicrelerinde NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen enzim ailesi tarafindan,
bir aminoasit olan L-arginin’in terminal guanidin grubunun molekiiler oksijen varliginda
sitriilin ve NO’e ¢evrilmesiyle iiretilir. Bu olusum, molekiiler oksijen ile kofaktdér olarak,
nikotinamid adenin diniikleotid (NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin
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mononiikleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BH4)’e ihtiya¢ duyar. Bu sekilde iiretilen ve
islevini yerine getiren NO, hizla hemoglobin, metilen mavisi ve siiperoksit anyonu tarafindan

notralize edilir veya 10 saniye i¢inde nitrat veya nitritlere doniistiiriiliir (75, 76).

0, NO
w

Arginin a— Sitrilin + H>0
7 x>
NADPH + H' NADP

4.2.1.5. Serbest Radikallerin Etkileri

Canli metabolizmasinda radyasyon, yaslanma, oksijen basinci, kimyasal maddeler gibi
cesitli sebeplerle olusan serbest radikaller, tiim hiicre bilesenleriyle etkilesir. Bu etkilesim
hiicre bilesenlerin kimyasal modifikasyonlarinda hiicre 6liimiine kadar gidebilecek metabolik
ve yapisal degisiklikler meydana getirir. Metabolizmadaki énemli fizyolojik fonksiyonlarin
sonucu olusan oksijen tiirevi serbest radikaller, proteinlere, yaglara, karbohidratlara ve

niikleik asitlere zarar verebilir (54, 77, 78).
4.2.1.5.1. Membran Lipidlerine Etkileri

Membranda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglarinin serbest
radikallerle reaksiyona girmesiyle baslayan reaksiyonlar dizisine ‘lipid peroksidasyonu’ denir.
Lipid peroksidasyonu sonucunda, alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi ¢esitli
irlinler meydana gelir. Plazma membranlari, serbest radikal reaksiyonlarmnin en Onemli
hedefidir. Peroksidasyon, organizmada olusan serbest oksijen radikalin, membran
yapisindaki doymamis yag asitin yan zincirindeki metilenik karbonlardan hidrojen atomunu

cikarmasiyla baglar (79).

Lipid peroksidasyonu, hiicrelerde membranlarin akiciliginin kaybolmasini, spesifik
olmayan iyon gegirgenliginde artis1 (K', Ca’") ve membran transport mekanizmasmin
bozulmasini saglayarak membranlarin anatomik biitiinliigliniin bozulmasma ve islevini

kaybetmesine neden olur (80, 81).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan Malondialdehit (MDA) ve aldehit gibi {iriinler,
iretildikleri yerden difiizyonla diger yerlere ulastirilarak hasara yol agarlar (47). MDA,

membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina neden olur. Ayrica
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MDA diffiize olabildiginden, DNA’nin nitrojen baglar1 ile reaksiyona girebilir.
Malondialdehit sahip oldugu bu 6zelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik ve karsinojenik

bir bilesiktir (82).
4.2.1.5.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine doymamis yag asitlerinden daha az hassastir. Cok
yogun bir saldir1 olmadikca, baslayan zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir
(51). Serbest radikallerin proteinlere etkisi aminoasit igeriklerine gore degismektedir.
Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest oksijen radikalleri ile reaktivitesi
yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino
asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Aminoasit molekiillerinin
yapilarindaki stlfidril ya da amino gruplarmin serbest radikallerle etkilesmesi sonucunda
aminoasitlerin  modifikasyonu, proteinlerin fragmatasyonu, agregasyonu ve c¢apraz

baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler olusur ( 57, 68).
4.2.1.5.3. Karbohidratlara Etkileri

Serbest radikallere glikoz ve mannoz gibi monosakkaritlerin etkisiyle H,O,
peroksitler ve okzalaldehitler gibi ¢esitli tirlinler meydana gelir ve bu iiriinler ¢esitli patolojik
siireclerde 0onemli rol oynarlar. Karbohidratlar, okzalaldehitler, DNA, riboniikleik asit ve
proteinlere baglanip antimitotik etki gostererek diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner
kalp hastaligi, hipertansiyon, romatoit arterit, kanser gibi bircok hastalikta rol oynarlar (57,

83, 84).
4.2.1.5.4. Niikleik Asitlere EtKileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest oksijen radikalleri, niikleik asitleri ve DNA’
y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve Olime yol acar. Hidroksil radikali deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit,
membranlardan kolayca gecerek ve hiicre c¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina,
hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Siiperokside maruz kalan DNA
molekiilleri ise antijenik Ozellik gosterir. Bu nedenlerle DNA, serbest oksijen radikallerinin
kolay zarar verdigi 6nemli bir hedeftir. Sonug olarak serbest oksijen radikalleri etkisiyle DNA

zincirinde kopmalar, bazlarda ve deoksiribozlarda kirilmalar ve hasar olusur ( 51, 57, 70).
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4.2.2. Oksidatif Stres

Ultraviyole 1smlari, ilaclar, radyasyon, stres, sigara, alkol ve biyokimyasal redoks
reaksiyonlar1 gibi pek ¢ok yolla serbest radikal tiretilmektedir. Bu bilesikler, organizmada
kontrollii kullanimlar1 durumunda, birgok enzimin sentezi ve bircok organizmanin
antibakteriyel savunmasinda dnemlidir (70). Viicudumuzda serbest radikallerin olusum hiz1
ile bunlarm savunma sistemleri tarafindan nétralize edilme hiz1 arasinda bir denge vardir ve
bu durum °‘oksidatif denge’ olarak tanimlanir. Organizma bu oksidatif dengeyi saglandigi
siirece, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Ancak bazi durumlarda reaktif oksijen
iirlinlerinin asir1 liretimi veya yetersiz transferi oldugunda hiicrenin savunma sistemi serbest
radikallerin etkisini tamamen Onleyemez ve denge bozulur. Serbest radikallerin artis1 sonucu
dengenin oksidanlar lehine bozulmas1 ve bu radikallerin hiicre fonksiyonlar1 lizerinde yaptigi
olumsuz etkiye ‘oksidatif stres’ denilir (85, 86). Oksidatif stres, lipit peroksidasyonuna,
protein oksidasyonuna, DNA mutasyon ve kiriklarma, sitotoksik etkilere ve sinyal iletilerinde
bozulmaya neden olabilir. Oksidatif stresin, hiicre hasarina bagli yaslanma silireci ve
dejeneratif hastaliklarinda, ateroskleroz, katarakt, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar, immun

sistem bozukluklari, kanser olusumu ve gelisiminde 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir (87).
4.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Saglikli bireylerde olusan serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasinda
bir denge s6z konusudur. Bu dengenin bozulmasi oksidatif strese neden olmaktadir. Canh
organizmalarda, serbest radikallerin neden oldugu hasari, engelleyen, geciktiren, etkisini
azaltan ve viicudun i¢ dengesinin korunmasina yardimci olan bir¢ok savunma mekanizmasi
gelismistir. Bunlar ‘antioksidan savunma sistemleri’ ya da ‘antioksidanlar’ olarak adlandirilir
(22, 23). lyi bir antioksidan; serbest radikallerin etkinligini spesifik olarak ortadan
kaldirabilmeli, redoks metalleriyle selat yapabilmeli, antioksidan agindaki diger
antioksidanlarla iliskide bulunarak onlar1 rejenere edebilmeli, doku ve viicut sivilarinda uygun
fizyolojik seviyelerde bulunmali, hem sivi ortamlarda hem membranlarda fonksiyon

gosterebilmelidir (88).
Antioksidanlar baglica dort farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirir.

A. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 etkileyerek, onlar1 daha zayif bir
molekiile ¢evirme veya tutma islemidir. Antioksidan enzimler ve kiigiik molekiiller bu tip etki

gosterir.
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B. Bastirici (quenching) etki: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale

getirerek aktivitelerini azaltan etkidir. Vitaminler ve flavonoidler bu tarz bir etkiye sahiptir.

C. Onarici (repair) etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici
etkidir. Antioksidan 06zellige sahip polifenolik bilesiklerin, DNA tamir enzimlerinin

aktivitelerini ve ekspresyonlarini indiikledigi ortaya konulmustur.

D. Zincir kirie1 (chain breaking) etki: Oksidanlar1 kendilerine baglayip zincirlerini
kirarak, fonksiyonlarmi engelleyici bir etki olarak gosterirler. Bu etki hemoglobin,

seruloplazmin, E vitamini ve mineraller tarafindan yapilir (89-92).

Organizmada serbest oksijen radikalleri ve antioksidan savunma sistemi arasinda bir
denge vardir. Bazi durumlarda hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin konsantrasyonlar1
antioksidan madde konsantrasyonunu ge¢mektedir. Bu sekilde dengenin bozulmasi oksidatif
stresle sonuglanmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda oksidatif stres ile miicadelede viicuda
alman antioksidan miktarmin 6nemli oldugu gozlenmistir. Dengenin oksidanlar lehine
bozuldugu durumlarda viicudun kendisinin serbest radikallere kars1
drettigi  enzimatik antioksidan savunma mekanizmalar1 devreye girmektedir. Bu
antioksidanlara ‘endojen antioksidanlar’ denilir. Eger bu enzimler yetersiz kalirsa o zaman
disaridan alinan dogal antioksidanlar veya yapay antioksidanlar ile viicut savunmasi
giiclendirilmektedir. Bu tiir antioksidanlara ise ‘ekzojen antioksidanlar’ denilir. Organizmay1
oksidatif etkilere karsi dengede tutabilmek i¢in gerekli olan endojen ve ekzojen
antioksidanlarm toplam etkisi antioksidan kapasiteyi olusturmaktadir (57, 93, 94).
Antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimatik ve non-enzimatik molekiiller Tablo 4’de

verilmistir.

Tablo 4. Antioksidan Savunma Sistemi (95)

Enzimatik Non - Enzimatik

Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Bilirubin

Katalaz ( CAT) a- tokoferol (vit E) Urik asit

Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px) Askorbik asit (vit C) Melatonin - karoten

Glutatyon S- transferaz (GST) Haptoglobin,

Mitokondrial stokrom oksidaz Transferrin Seruplazmin Albiimin
Flavonoidler
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Endojen antioksidanlar sentezlendigi organizmada etki gosteren antioksidanlardir.
Hiicre i¢i radikal toplayict enzimler asil antioksidan savunmayi saglarlar. Enzimatik
antioksidanlara, hiicrenin ¢esitli organellerinde etki gosteren siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz, sitokrom oksidaz gibi enzimler 6rnek
olarak verilebilir. Bakir, c¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin

fonksiyonlar1 i¢cin gereklidir (96).

Sentetik olarak {iretilen yapay antioksidanlara Butillenmis hidroksianisol (BHA) ve
butillenmis hidroksitoluen (BHT) 6rnek olarak verilebilir. Bu antioksidanlar yiyeceklerin
bozulmasmi engellemek ve lipit peroksidasyonu sonucunda DNA’da meydana gelebilecek

hasarlar1 6nlemek amaciyla gidalara katilir (97, 98).
4.3.1. Dogal Antioksidanlar

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan tretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
almabilmektedir. Gidalarda mevcut olan baslica dogal antioksidanlar; vitaminler (C, E ve A

vitaminleri), karotenoidler ve fenolik bilesiklerdir (99).
4.3.1.2. Vitaminler

Vitamin A, vitamin C (Askorbik asit) ve vitamin E (Tokoferoller) antioksidan olarak
bilinen vitaminlerdir. A vitamini gérme olaymnda gorev alan diger adiyla retinol olarak bilinen
bir vitamindir. Yagda ¢6ziinebilen A vitamini gorme yaninda epitel dokusunun saglamligi,
iireme, biiyiime ve bagisiklik sisteminin giiglenmesini saglar. Potansiyel antikanserojen etkisi
de oldugu goriilmiistiir. Ancak uzun siireli kullanimi hipervitaminoza neden olabilecegi i¢in

kullanim1 kisitl kalmistir (100, 101).

C vitamini, diger adiyla askorbik asit, suda eriyebilen bir vitamindir. Kan ve plazmada
serbest radikallere karsi ilk savunmayi saglar (102). Membran i¢indeki ve ekstraseliiler
dokulardaki Lipit Peroksidasyonunu’nu 6nler. Gii¢lii bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup,
semidehidroaskorbat radikal ara iiriinii {izerinden kolaylikla dehidroaskorbik aside okside
olabilmektedir. Hidroksil ve siliperoksit radikalleri ile kolayca reaksiyona girebilir. Boylece

ortamda bulunan radikalleri temizleyebilir (103, 104).

E vitamini, diger adiyla tokoferol en 6nemli antioksidandir. Hiicre membranlarinda ve
gezinen lipoproteinlerde bulunur (105). Zincir kiric1 antioksidan olarak bilinen Vitamin E,
siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger
radikalleri indirger. Baslica antioksidan fonksiyonu lipit peroksidasyonunu sonlandirmasidir

(106, 107).
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4.3.1.3. Karotenoidler

A vitamini’nin 6n maddesi olup iyi incelenmis olani potent bir antioksidan olan
karotendir. B-karotenin singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve
peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan gorev gordiigii saptanmistir.
Karotenin kii¢iik bir boliimiiniin A vitaminine doniigmesi sayesinde plazma dengesi saglanir
ve A hipervitaminoz engellenir.  karoten hipodermiste birikmesiyle deriye bronz renk verir

(100, 105).
4.3.1.4. Fenolik Bilesikler

Dogal antioksidan kaynaklarinin biiyiikk bir ¢cogunlugunu bitki fenolik bilesikleri
olusturmaktadir. Bu bilesikler bitkileri mikroorganizmalar ve ultraviyole isinlarmna karsi
korumanin yaninda, insan metabolizmasinda antioksidan etki gostererek bir¢ok hastaligin

olusumunu ve gelisimini onler (108, 109).

Fenolik bilesikler i¢inde, hidrojen verici, serbest radikal yakalayici ve zincir kirma
ozelliklerinden dolay1 en etkili antioksidanlar flavonoidler olarak belirlenmistir. Flavonoidler
antioksidan etkileri sayesinde siiperoksit anyonunu, peroksil, hidroksil radikalini ve singlet
oksijeni yakalayabilirler. Diger etkileri ise metal baglama ve lipoksigenaz inhibisyonu olarak
siralanmaktadir. Demir iyonlar1 ile kompleks olusturup, Fenton reaksiyonunu baskilayarak

hidroksil radikalinin olusmasini engeller (24, 25).

Flavonoidler C4-C3-Cg difenil propan yapisinda olup, fenil gruplar1 arasindaki tiglii
karbon kopriisii, oksijenle halka olusturmaktadir. Flavonoidlerin ve metabolitlerinin
antioksidan aktivitesi halkali c¢ekirdeksel yapilarindaki fonksiyonel gruplarin yerlesmesine
baghdir. Flavonoidlerin yapilarindaki substituentlerin yerlesimi itibariyla antioksidan
aktiviteleri, flavan iskeletinin tek basma gostermis oldugu aktiviteden daha yiiksek
olabilmektedir. Bircok fenolik antioksidan birbirleriyle karsilastirildiginda, hem
konfiglirasyonun hem de toplam hidroksil gruplarin, antioksidan aktivitesini biiylik oranda
etkiledigi gorilmiistiir. Genellikle yapidaki hidroksil gruplarinin sayisinin artmasi antioksidan
aktiviteyi artirmaktadir (110, 111). Flavonoidlerin maksimum aktivite gostermesi i¢cin B
halkasinda 3°-4 dihidroksi yapisi, C halkasinda 4-oxo grubu ve 2,3 ¢ift bagi: C halkasinda 3-
OH ve A halkasinda 5-OH yapisinin bulunmas1 gerekmektedir (112). Serbest radikal siipiirme
kapasitesinin hidroksil substituentlerinin yiiksek reaktivitesine bagli oldugu asagidaki

reaksiyonda goriilmektedir:
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Flavonoidler yapilarindaki hidroksil gruplarin reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla
glikozitlenirler. Aglikonlar ve bunlarin glikozit formlar1 antioksidan aktivite agisindan
degerlendirildiginde glikozitlerin daha az etkili oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
flavonoidlerin antioksidan etkileri hidroksillenme derecesine gore artarken, yapiya baglanan

sekere ve cinsine gore de azalir (26).

Antioksidan etki, fenolik bilesiklerin en dnemli biyolojik 6zelligidir. Meyve ve sebze
agirlikli beslenenlerde kan basmcinin diistiigli, meyve ve sebzelerin bu etkiyi yapilarinda
bulunan antioksidanlarla sagladiklar1 gorilmiistiir. Bu etkinin diger dogal kaynakl
antioksidanlardan (vitaminler, karotenoidler) daha ¢ok fenolik bilesiklerden kaynaklandigi
goriilmiistiir (113-115). Antioksidan olarak fenolik bilesikler kanser, kalp hastaliklari,
katarakt, g6z hastaliklar1 ve Alzheimer gibi hastaliklar1 engellemektedir. Yapilan bir¢ok
calisma sonucunda fenolik bilesiklerin antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antirombotik etkiye sahip oldugu belirlenmistir (27,

28).
4.4. Bitkisel Ekstraktlarin Onemi

Sentetik antioksidanlarin kanserojen olmasi riskinden dolay1 insanlar dogal iirlinlere
yonelmiglerdir (116). Meyve sebzelerde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler gibi dogal
antioksidanlar, serbest oksijen radikallerle reaksiyona girerek insan viicudunda bircok
hastaligin olusumunu engeller (117). Dogal antioksidanlar insan organizmasi i¢in genellikle
zararsiz olup yan etkileri bulunmamaktadir. Bu antioksidanlar canli organizmalardaki
savunma sisteminde, gida sanayinde ise besinlerin bozulmasini 6nlemek, raf dmriinii uzatmak,
lipitlerin ve vitaminlerin par¢alanmasini engellemek ve besin rengini korumak i¢in kullanilan
onemli katki maddeleridir (118). Endiistriyel uygulamalarda kullanilmak iizere; meyve ve
sebzelerin tohum, meyve, yaprak, kok, kabuk gibi kisimlar1 kullanilarak antioksidanca zengin

ekstraktlar tanimlamak iizere yapilmis ¢ok sayida calisma vardir (119-121).
4.4.1. Bitkisel Kaynakh Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu I¢in Kullanilan Teknikler

Bu teknikler, soxhlet ekstraksiyonu, siiperkritik akiskan ekstraksiyonlari, basinch
coziicii ekstraksiyonu, Kati-Faz ekstraksiyonu ve ¢oziiclilerle ekstraksiyon olmak iizere bes

kisimda ele aliabilir.
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4.4.1.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Cogunlukla kuru numunelerin ekstraksiyonunda kullanilan, ¢6ziicii olarak genellikle
organik c¢oziiciilerin kullanildig1 bir tekniktir. Cam balona konulan ¢6ziicii bir mantolu 1sitict
yardimiyla 1sitilir ve bdylece ¢oziicii buharlastirilir. Coziicii buhar1 geri sogutucuya geldiginde
yogunlasarak filtre kagidina sarili numunenin {izerine damlalar halinde diiser. Numunenin
bulundugu ekstraksiyon tiipiiniin ¢oziiciiyle dolmasiyla, geri devir kolunun seviyesine ulagilir
ve burada sifon olusarak ¢oziicli cam balona bosalir. Ekstraksiyonda gerceklesen bu olaylar
ekstraksiyon tiipiiniin igerisindeki ¢Oziicii renksiz oluncaya kadar devam eder.
Ekstraksiyonda, dongii sirasinda ekstraksiyon tiiplinde bulunan numunedeki hedef bilesen
¢oziiciide ¢oziiniir. Sifon ile ¢oziicli ve hedef bilesen cam balona gecer. Isitilan cam balonda
yalnizca ¢6ziicli buharlastig1 icin hedef bilesen tekrardan dongiiye katilmaz. Bu olay, Soxhlet
ekstraksiyon tekniginin en O6nemli 6zelligidir. Burada, yalnizca saf ¢oziicii kati numuneyi
ekstrakte etmek icin buharlasir ve yogunlasarak dongiiye katilir. Boylece Soxlet
ekstraktoriiyle yapilan ekstraksiyon verimi daha yiliksek olmaktadir. Bu ekstraksiyon
metodunda kolaylikla buharlasabilen ¢oziiciiler kullanildigindan dolayi, hedef bilesen ile
¢oziicli birbirinden kolaylikla ayrilmaktadir (122).

4.4.1.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Kendi kritik sicaklik ve basincinin iistiinde sicaklik ve basingta olan, bulundugu kabin
hacmini alan ve sikisma Ozeligi gosteren akiskanlara ‘stiperkritik akiskan’ denir (123).
Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu kullanimmin geleneksel ektraksiyonlara gore daha kisa
siirede yapilmasi ve akigskanin viskozitesi diisiik olmasindan dolayr da daha 1yi bir kiitle
transferi 6zelligi saglanmaktadir. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, esansiyel yaglar, tibbi
bilesikler, yaglar, karotenler, alkaloidler gibi polar nitelikte olmayan c¢esitli bilesik gruplarma
uygulanmaktadir (124).

4.4.1.3. Basin¢h Coziicii Ekstraksiyonu

Basingli ¢6ziicli ekstraksiyonu, genelde kati numunelerdeki hedef bilesenleri ekstrakte
etmek i¢cin kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte numunedeki hedeflenen bilesenleri iyi bir
sekilde ¢ozebilmek i¢in ¢oziiciiye yiiksek sicaklik ve yiiksek basing uygulanarak ¢oziiciiniin
cozme Ozelligi degistirilmektedir. Sicakligin etkisiyle viskozitenin diisiiriilmesi sonucu
¢Oziiciiniin 1slatabilme yetenegi artirilmaktadir. Normal sartlarda su ile ekstrakte edilemeyen
hedef bilesenler i¢in bu teknik kullanilarak, sicakligin ve basincin etkisi ve suyun ¢ézme

ozelliginin degistirilmesiyle kolaylikla ekstrakte edilebilmektedir. Coziicii olarak ¢ogunlukla
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suyun kullanilmasi, toksik olmamasi, ¢evreye zarar vermemesi ve suyun ucuz bir ¢oziicii
olmas1 teknigin avantajlarindan bazilaridir (125). Geleneksel ekstraksiyon tekniklerine
alternatif olarak gelistirilen bu teknik, ekstraksiyon siiresi, ¢oziici tliketimi, ekstraksiyon
verimi ve uygulanan yOntemin tekrarlanabilirligi bakimindan da diger ekstraksiyon

tekniklerine gore iistiinliikler sunmaktadir (126).
4.4.1.4. Kati-Faz Ekstraksiyonu

Bir¢ok geleneksel ekstraksiyon metoduna gore daha hizli gerceklesen ve daha duyarh
bir ekstraksiyon teknigidir. Kati-faz ekstraksiyonu teknigi ile numune hazirlama oldukga
basittir. Bu teknikte kat1 faz i¢in, Cg, Cig, Cis-ters-faz, iyon degistirici, poliamid gibi
ekstraksiyon kartuslar1 kullanilmaktadir. Bu ekstraksiyonda, hareketli faz olarak da metanol,
asetonitril, etil asetat tetrahidrofuran, metanoldimetilsiilfoksit karigimi gibi ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Kati-faz ekstraksiyonunda bir analitteki fenollerin, dedektor duyarlhiginda ve
seviyelerindeki de@isim, farkli teknikleri gerektirebilir. Ornegin kan portakali suyundaki
flavonon glikozitler basit ekstraksiyonla geri kazanilirken, trans-sinamik asit ters-faz kati
ekstraksiyonuyla 6rnek hazirlama ve numune konsantrasyonu tek bir adimda olacak sekilde

geri kazanilabilmektedir (127, 128).
4.4.1.5. Coziiciilerle Ekstraksiyon

Bitki ekstraktlarinda biyoaktif bilesenlerin belirlenmesi icin evrensel bir ekstraksiyon
metodu bulunmamaktadir. Kullanilan en yaygin metod, ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyondur.
Bu yontem kullanimi kolay, etkili, ve genis uygulama alani olmasi sebebiyle tercih
edilmektedir. Ekstraksiyon igsleminde, 6ncelikle ekstre edilecek fenolik bilesiklerin kimyasal
yapisima ve fiziksel Ozelliklerine uygun sartlar saplanmali ve uygun ¢oziiciiniin secilmesi
onemlidir. Ayrica ekstraksiyon zamani, sicaklik, ¢oziicii ve ¢oziinen oran1 en az diger sartlar
kadar onemlidir. Secilen ¢oziicii istenen maddeyi ¢6zmeli fakat istenmeyen diger maddeleri
cozmemelidir. Bitkilerde bol miktarda bulunan fenolik bilesikler, yapilarinda karbohidratlar
gibi fenolik olmayan kisim da igerirler. Ekstraksiyon isleminde fenolik yapidan bu seker

birimlerinin uzaklastirilmasi i¢in ek bir adima ihtiya¢ vardir (129).

Bitkisel kaynakli ekstraksiyonlarda fenolik bilesik tayininde en yaygin olarak
kullanilan ¢oziiciiler metanol, etanol, aseton, etil asetat ve sudur. Dogru ¢oziicliyli segmek
polifenol ekstraktinin miktarini1 ve oranin etkiler (130). Bu ¢oziiciilere asit ilavesi yapilarak
hazirlanan ‘asitli organik c¢oziicii’ i1se yapidaki seker birimlerinin uzaklastirilmasmni

saglamaktadir. Kullanilan asit ¢esidi olarak formik asit, asetik asit, sitrik asit, tartarik asit,
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fosforik asit gibi zayif organik asitlerin yaninda giiclii asitlerin zayif konsantrasyonlari
kullanilabilir. Cok fazla konsantrasyonlarda asit kulanim1 yapinin stabilizesinin kaybolmasina
ve ayrica yapmm bozulup sahip oldugu o6zellikleri etkilemesinden dolay1 tercih
edilmemektedir. Ornek olarak trifloroasetik asitin % 0.5- % 3.0 arasinda ve hidroklorik asitin

ise %1 den daha az oranda ilave edilmesi verilebilir (131-133).

Yapisinda birgok fenolik bilesik ¢esidi ihtiva eden karayemis meyvesi, bu bilesiklerle
dogal antioksidan 6zelligi gostermektedir. Bu meyvenin asit ilave edilmis farkli ¢oziictilerle
hazirlanan ekstraksiyonlar1, yapidaki fenolik bilesiklere bagli olarak bulunan karbohidratlar

uzaklastirmistir. Bu sekilde aglikan kisimlarin antioksidan kapasitelerine bakilmaistir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihaz, Alet, Malzeme ve Kimyasallar

5.1.1. Cihazlar ve Malzemeler

Tezde kullanilan cihaz, alet ve malzemeler Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Derin dondurucu, -20 °C

Derin dondurucu, -80 °C

Etiv

Calkalayici

Hassas analitik terazi

Manyetik karistirict

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Pipet pompasi

Mikropleyt okuyucu

15 mL’lik ve 50 mL’lik steril falkon tiipler
0.5 ve 1.5 mL’lik eppendorf tiipler
Calkalayici inkiibator

pH metre

Vorteks (Karistirict)

Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje,
cam sise

Buzdolaby, +4 °C

Altus
Thermo Electron Corporation

Heraeus

Eppendorf Thermo Mixer Comfort

Mettler Toledo AB204 -S
Termal

Eppendorf

JetPip Pipette Aid
Molecular Devices Versa
TPP, Greiner

Greiner

ShelLab/Sheldon S14-2
Hanna Instruments, HI 9321
IKA Genius 3

Isolab

Altus
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5.1.2. Kimyasal Maddeler

Tezde kullanilan kimyasal maddeler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Etanol

Gallik asit

Kuersetin dihidrat

Sodyum Karbonat (Na,COs3)

Folin& Ciocalteu’s fenol reaktifi

Aluminyum nitrat nonahidrat (Al(NO3)3.9H,0)

Potasyum asetat (KCH3;COO)

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat ( NaH,PO4.2H,0)

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat ( Na,HPO4.2H,0)

Potasyum hekzasiyanoferrat (II1) ( KsFe(CN)g)

Trikloroasetik asit

Demir (III) kloriir

Hidroklorik asit

DPPH

Merck

Sigma - Aldrich

Sigma, G7384

Fluka

Merck, A97598

Sigma-Aldrich, F9252

Fluka, 06274

Merck, K32043020

Merck, K1305445

Merck, K16290176

Lancaster, 13746-66-2

ABCR, AB119247

Sigma-Aldrich, F7134

Merck

Sigma-Aldrich D9132
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5.2. Deney Hazirh@: ve Metodlar
5.2.1. Laurocerasus officinalis Roem. (Karayemis) Meyve Ekstraktinin Hazirlanmasi

Olgun karayemis meyvesi 2013 Agustos ayinda Trabzon merkezden toplandi ve
kurutuldu. Kurutulmus meyve orneklerinin ¢ekirdekleri ¢ikarilarak meyvenin sadece etli

kisimlar1 blendirda toz haline getirilip, toz karisim elde edildi.

Kurutulmus toz karayemis 6rneginden hassas terazide 0.5’er g tartilip 50 ml’lik alt1
ayr1 falkon tiipiine aktarildi. ilk {i¢c falkon tiipiine 10’ar ml saf haldeki su, etanol ve dimetil
siilfoksit (DMSO), son kalan ii¢ falkon tiipiine saf ¢oziiciiyle beraber saf ¢oziiciiniin % 0.05°1
olacak miktarda (5 mikrolitre) HCI ilave edildi. Saf ¢oziicii ve saf ¢oziicliyle beraber asit ilave
edilmis karayemis 6rnekleri vortekslendi ve ¢alkalayici inkiibatérde 60 °C’de 150 rpm’de 24
saat siireyle ¢oziinmesi i¢in siirekli ¢alkalanarak inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
karayemis ekstraktlar1 siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Boylece 50 mg/ml’lik farkli
coziiciilerde hazirlanmis stok karayemis ekstraktlar1 hazirlanmis oldu. Bu stok karayemis

ornekleri daha sonra kullanilmak {izere buzdolabinda +4 °C’de karanlikta saklandu.
5.2.2. Toplam Polifenol icerik Tayini

Yontem, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢6zlinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifi
ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-menekse renkli
kompleks 700 nm’de maksimum absorbans olusturur. Toplam polifenol igeriginin

belirlenmesi amaciyla standart olarak gallik asit kullanilir (134).

Kullanilan Coézeltilerin Hazirlamisi

e % 20’lik Na,COs Cozeltisi: 10 g Na,COs tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50

mL’ye tamamlandi.

e 1:10 Folin-Ciocalteu Reaktifi: 1 mL 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 mL saf su

eklenerek 1:10 oraninda seyreltildi. Tayin 6ncesi hazirlandi ve taze olarak kullanildi.

e Standart: 0.01 g gallik asit 1 mL saf su ile ¢oziilerek 10 000 pg/mL’lik gallik asit
standardi elde edildi.
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Deneyin Yapihsi

Hazirlanan 10 000 pg/mL’lik gallik asit standardindan 1000 pg/mL’lik standart

7’deki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi (135).

Tablo 7. Toplam fenolik igerik tayininde yapilan islemler

hazirlanarak saf su ile ¢oziilmiis 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 pg/mL’lik gallik asit

standartlar1 meydana getirildi. Ekstraktlar ve korler 1:50 oraninda saf su ile seyreltildi. Tablo

Kor Numune Standart
Su/etanol/DMSO 12.5 uL - -
Ekstrakt - 12.5 uLL -
Standart - - 12.5pL
1:10 Folin- Ciocalteu Reaktifi 62.5 uL 62.5 uL 62.5 uL
% 20’lik Na,COs 125 uL 125 uL 125 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

700 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.

5.2.3. Toplam Flavonoid icerik Tayini

Ekstraktlarin toplam flavonoid icerigi, Aliiminyum kloriir kolorimetrik metodu ile

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

belirlenmistir. Metodun prensibi, AICl;’iin flavonlar ve flavonollerin C-4 keto grubu ve C-3
veya C-5 hidroksil gruplar ile asitte kararli kompleksler olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Buna ek olarak AICl;, flavonoidlerin A- veya B- halkalarmin orto-dihidroksil gruplar: ile
kompleks olusturur (48). Bu metoda gore standart olarak kuersetin kullanilir (136).

e % 80’lik Etanol Cozeltisi: 80 mL’lik saf etanoliin hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

e % 10’luk AI(NOs); Cozeltisi: 2.5 g AI(NOs); tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25

mL’ye tamamlandi.

e 1 M KCH;3;COO Cozeltisi: 2.454 g KCH3;COO tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 25

mL’ye tamamlandi.

pL’ye tamamlandi. 10 000 pg/mL’lik kuersetin standard1 elde edildi.
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Deneyin Yapihsi
Hazirlanan 10000 pg/mL’lik kuersetin standardindan, 1000 pg/ml’lik standart
hazirlanarak % 80’lik etanol ile ¢oziillmiis 100, 75, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ve 1.5625
pg/mL’lik kuersetin standartlar1t meydana getirildi. Ekstraktlar ve korler 1:20 oraninda saf su

ile seyreltildi. Tablo 8’deki pipetlemeler 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi (137).

Tablo 8. Toplam flavonoid igerik tayininde yapilan islemler

Kor Numune Standart
Su/etanol/DMSO 20 uL - -
Ekstrakt - 20 pL -
Standart - 20 uL
% 80’lik Etanol 172 puL 172 puL 172 puL
% 10’luk AI(NO3); 4 uL 4 uL 4 uL
1 M KCH3;COO 4 uL 4 uL 4 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibe edildi

415 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii

5.3. Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi
5.3.1. Demir (Fe™) indirgeyici Gii¢ Tayini (FRAP)

Bu yonteme gore indirgeme kuvveti, antioksidanlar gibi indirgen maddelerin dolayli
olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup, Fe™-ferrisiyaniir kompleksinin Fe™
ye indirgenmesine neden olmaktadir. Bu metoda gore, test edilen 6rnegin indirgenme giiciine
bagl olarak test c¢ozeltisinin rengi saridan yesile doner. Olusan yesil renk 700 nm’de

maksimum absorbans verir ve artan absorbans artan indirgenme kuvvetini gosterir (138). Bu

metoda gore standart olarak vitamin C kullanilmastir.

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

e 0.2 M pH: 6.6 Fosfat Tamponu: 2.137 g NaH,P0O4.2H,0 ve 1.121 g Na,HPO4.2H,0
tartilarak karistirildi. Saf su eklenerek 90 mL’ye kadar ¢oziildii. Daha sonra pH’1 6.6’

ya ayarlanarak hacmi saf su ile 100 mL’ ye tamamland:.
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o % 1’lik K3Fe(CN)s Cozeltisi: 1 g KsFe(CN)g tartildi, saf su ile ¢oziliip hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

e % 10’luk TCA Cozeltisi: 5 g TCA tartildy, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50 mL’ye
tamamlanda.

e % 0.1’lik FeCly Cozeltisi: 0.1 g FeCl; tartildi, saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye
tamamlanda.

e Standart: 0.001 g vitamin C 1 mL saf etanol ile ¢oziilerek 1000 pg/mL’lik vitamin C
standardi elde edildi.

Deneyin Yapihsi

Hazirlanan 1000 pg/mL’lik vitamin C standardindan saf etanol ile ¢oziilmiis 250, 125,
62.5, 31.25, 15.625, 7.813, 3.906, 1.953 ve 0.977 pg/ml’lik vitamin C standartlar1 hazirlandi.
Ekstraktlar ve korler 1:100 oraninda saf su ile seyreltildi. Deney modifiye edilerek
spektrofotometrik kiivetler yerine Tablo 9’daki pipetlemelerin ilk alti1 asamasi 1.5 mL’lik

ependorflarda, sonraki asamalar ise 96 kuyucuklu mikropleytte yapildi.
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Tablo 9. Demir (Fe™) indirgeyici gii¢ tayininde yapilan islemler

Kor Numune Standart
Su/etanol/DMSO/ %80°lik Etanol 40 uL - -
Ekstrakt - 40 uL -
Standart - - 40 uL
0.2 M pH: 6.6 Fosfat Tamponu 100 uL 100 uL 100 p uL
%1’lik K3(CN)g 100 puL 100 puL 100 pl

50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi ve sogutuldu.

% 10’luk TCA 100 puL 100 puL 100 puL

3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

Ustteki fazlardan 100” er pl almarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarilds.

Saf su 100 puL 100 uL 100 pL

% 0.1°lik FeCls 20 pL 20 pL 20 pL

Oda sicakliginda, karanlikta 5 dakika inkiibe edildi.

700 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildii.

5.3.2. DPPH’ Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinan bir radikaldir.
Yapilan deneylerde Cuendet vd. (1997) yontemi kullanildi. Antioksidan madde veya
maddelerle muamele edildiginde, DPPH" ’den kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbans degerlerinin diigmesine neden olmaktadir. DPPH" radikalinin 4 mg/100 mL olacak
sekilde metanolik ¢ozeltisi kullanildi. Numune ve standart (vitamin C) i¢in testlerden 6nce
hangi konsantrasyonlarda calisilacaginin belirlenmesi icin DPPH ¢o6zeltisi ile 6n denemeler
yapildi. On denemelerde belirlenenen konsantrasyon asil deneylerde kullanilacak olan en
konsantre numune ve standart konsantrasyonudur. Bu de§erden baslanarak karayemis
ekstraktlarin ve standart ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlar1 hazirlandi ve tiiplere pipetlendi.
Esit hacimde DPPH c¢ozeltisi, numune ¢ozeltileri iizerine eklenerek vortekslendi. Daha sonra
oda sicaklhiginda ve karanlikta 50 dakika boyunca inkiibasyona birakildi (Tablo 10). Siire

sonunda DPPH " 1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu. Ko6r olarak
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DPPH ¢o6zeltisi ve numunenin ¢oziildiigii ¢oziicii kullanildi. Asit ihtiva eden numuneler i¢in
bir de numune korii (numune + numune c¢oziiciisii) kullanildi. Hesaplamalarda numune
absorbansindan numune korii absorbansi ¢ikarildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen

konsantrasyonlar grafige gecirilerek SCso degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi.

Tablo 10. DPPH" yontemi igin pipetleme prosediirii

Kor Numune kérii  Numune Standart
Su / Etanol / DMSO 750 uL 750 uL - -
DPPH Cozeltisi 750 uL - 750 uL 750 uL
Ekstrakt (degisik konsantrasyonlarda) - 750 uL 750 uL -
Standart (degisik konsantrasyonlarda) - - - 750 uL

Oda sicakliginda, karanlikta 50 dakika inkiibe edildi

517 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans 6l¢iildi

SCso Degerlerinin Bulunmasi

SCsp ortamda bulunan radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur.
SCsp degerinin bulunmas i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Analizde standart
olarak vitamin C toplam konsantrasyonu 1 mg/mL olarak belirlendi. Numunelerin 5 farkh
konsantrasyonu hazirlanip absorbans Glgiimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi
grafige gecirildi. Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya
diisiiren konsantrasyon miktar1 SCsy degerini vermektedir. SCsy degeri ortamda varolan
DPPH’ radikalinin yarisini siipiiren, temizleyen numune yada standart konsantrasyonudur.

SCsp degeri mg/mL veya mM gibi birimlerle ifade edilmektedir.
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5.4. Kullanilan Istatistiksel Yontemler

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama + standart sapma (x = SD) olarak ifade edildi.
Gruplar arasindaki iligkinin ortaya konulabilmesi i¢in One Way ANOV A ve post-hoc Tukey
analizleri kullanildi. DPPH tayini ile ilgili verilerinin su, etanol, DMSO ve bu ¢oziiciilerin asit
ilave edilmis karayemis ekstraktlar1 ve edilmemis ekstraktlar1 arasinda karsilastirilma yapildi.

Tim tayinler 3 kez ¢alisild1 ve p < 0.05 olanlar anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Toplam Polifenol icerik Tayini Sonuclan

Karayemis meyvelerinin toplam polifenol icerigi Folin- Ciocalteu reaktifi ile
belirlenmistir. Standart olarak gallik asit kullanilmistir. Sonuglar gallik asit standart
grafiginden yararlanilarak pg/mL olarak hesaplandi. mg Gallik asit/ g karayemis sekline
Denklem 1’de verilen formiille dontistiiriildii. Standart grafigindeki x-ekseni konsantrasyon,
y-ekseni ise absorbans degerlerini gosterir. Her 6rnek ii¢ kere tekrarlandi (n=3). Gallik asit

icin standart grafik Sekil 6°’da gosterilmistir.
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Sekil 6. Toplam polifenol igerik tayini i¢in gallik asit standart grafigi

Net absorbans = Ortalama absorbans — Kor absorbansi

Net absorbans Diliisyon katsayis1 (50) Denklem 1
-—--X
Standart grafigindeki x’in katsayisi 50
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Karayemisin DMSO’lu ekstraktlarindaki toplam polifenol igerigi (34.55+0.94 mg GA/
g karayemis) etanollii (8.14+£0.11 mg GA/ g karayemis) ve sulu (15.15£0.26 mg GA/ g
karayemis) ekstraktlarindaki toplam polifenol iceriginden daha fazla bulundu. Asit ilave
edilerek hazirlanan ekstraktlardan, DMSO’lu ekstraktin toplam polifenol icerigi (76.56+0.94
mg GA/ g karayemis), etanollii (16.00+1.16 mg GA/ g karayemis) ve sulu (14.92+0.26 mg
GA/ g karayemis) ekstraktlardaki toplam polifenol iceriginden daha fazlaydi. Normal
ekstraktlarda en az toplam polifenol igerik etanollii ekstraktlarda goriiliirken, asit ilave edilmis
ekstraktlarda sulu ekstraktlarda goriilmiistiir. Karayemisin asit ilave edilerek hazirlanan
etanolli ve DMSO’lu ekstraktlarindaki toplam polifenol igerik, asit ilave edilmeden
hazirlanan etanollii ve DMSO’Iu ekstraktlarindaki toplam polifenol igeriginin 2 kati olarak
hesaplandi (etanol i¢cin p=0.007, DMSO i¢in p=0.001). Fakat karayemisin sulu ekstraktlar1 ile
asit ilave edilerek hazirlanan sulu ekstraktlar1 arasinda toplam polifenol icerigi bakimmdan
anlaml bir fark bulunamadi (p=0.368). Ekstraktlarda toplam polifenol icerik tayini sonuglar1
Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 7. Karayemisin sulu, etanollii, DMSO’lu ve bu ¢oziiciilerin asit ilave edilmis
ekstraktlarindaki toplam polifenol icerik ( X+SD mg GA / g karayemis)

43



6.2. Toplam Flavonoid icerik Tayini Sonuclan

Bu metoda gore standart olarak kuersetin kullanilmistir. Sonuglar kuersetinin standart
grafiginden yararlanilarak pg/mlL olarak hesaplandi. mg kuersetin / g karayemis sekline
Denklem 2’de verilen formiille dontistiiriildii. Standart grafigindeki x-ekseni konsantrasyon,
y-ekseni ise absorbans degerlerini gosterir. Her 6rnek ti¢ kere tekrarlandi (n=3). Kuersetin i¢in

standart grafik Sekil 8’de gosterilmistir.

0,35 -

0,3 -

0,25

0,2

0,15

Absorbans

0,1

0,05

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (pg / mL)

Sekil 8. Toplam flavonoid igerik tayini i¢in kuersetin standart grafigi

Net absorbans = Ortalama absorbans — Kor absorbansi

Net absorbans Diliisyon katsayis1 (20) Denklem 2
-—--X
Standart grafigindeki x’in katsayisi 50
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Karayemisin DMSO’lu ekstraktindaki toplam flavonoid igerigi (5.28+0.25 mg K/ g
karayemis) etanollii (1.15+0.14 mg K/ g karayemis) ve sulu (3.02+0.02 mg K/ g karayemis)
ekstraktlarindaki toplam flavonoid iceriginden daha fazla bulundu. Asit ilave edilerek
hazirlanan ekstraktlardan, DMSO’lu ekstraktin toplam flavonoid igerigi (17.26£1.06 mg K/ g
karayemis), etanollii (3.85+0.13 mg K/ g karayemis) ve sulu (3.03+0.01 mg K/ g karayemis)
ekstraktlardaki toplam flavonoid iceriginden daha fazlaydi. Normal ekstraktlarda en az toplam
flavonoid igerik etanollii ekstraktlarda goriiliirken, asit ilave edilmis ekstraktlarda sulu
ekstraktlarda goriilmiistiir. Karayemisin asit ilave edilerek hazirlanan etanollii ve DMSO’lu
ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerik, asit ilave edilmeden hazirlanan etanollii ve
DMSO’lu ekstraktlarindaki toplam flavonoid igeriginin 3 kat1 olarak hesaplandi (etanol i¢in
p=0.001, DMSO i¢in p=0.002). Fakat karayemisin sulu ekstraktlar1 ile asit ilave edilerek
hazirlanan sulu ekstraktlar1 arasinda toplam flavonoid igerigi bakimmdan anlamli bir fark

bulunamadi (p=0.678). Ekstraktlarda toplam flavonoid igerik tayini sonuclar1 Sekil 9°da

verilmistir.
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Sekil 9. Karayemisin sulu, etanollii, DMSO’lu ve bu ¢6ziiciilerin asit ilave edilmis
ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerik ( X+SD mg K / g karayemis)
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6.3. Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi Sonuclar
6.3.1. Demir (Fe™) indirgeyici Gii¢c Tayini (FRAP) Sonuclar

Bu metoda gore test edilen 6rnegin indirgenme giiciine bagl olarak test ¢ozeltisinin
rengi saridan yesile doner. Olusan yesil renk 700 nm’de maksimum absorbans verir ve artan
absorbans artan indirgeme kuvvetini gosterir. Bu metoda gore standart olarak vitamin C
kullanilmistir. Sonuglar vitamin C standart grafiginden yararlanilarak pg/mL olarak
hesaplandi. mg vitamin C / g karayemis sekline Denklem 3’de verilen formiille doniistiirtildi.
Standart grafigindeki x-ekseni konsantrasyon, y-ekseni ise absorbans degerlerini gosterir. Her

ornek ti¢ kere tekrarlandi (n=3). Vitamin C i¢in standart grafik Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10. Demir (Fe™) indirgeyici gii¢ tayini i¢in vitamin C standart grafigi

Net absorbans = Ortalama absorbans — Kor absorbansi

Net absorbans Diliisyon katsayis1 (100) Denklem 3
-—--X
Standart grafigindeki x’in katsayisi 50
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Denklem 1, 2 ve 3’deki 50 rakami ¢calismamizda kullanilan 50 mg/ml’lik karayemis
ekstraktindan dolayidur.

Karayemisin DMSO’lu ekstraktmin demir indirgeyici giicii (42.71£0.83 mg vit C / g
karayemis) etanollii (10.66£1.00 mg vit C / g karayemis) ve sulu (19.20+0.06 mg vit C/ g
karayemis) ekstraktlarindaki demir indirgeyici glicten daha yiliksek bulundu. Asit ilave
edilerek hazirlanan ekstraktlardan, DMSO’lu ekstraktin demir indirgeyici giicii (115.37+£7.37
mg vit C / g karayemis), etanollii (19.57+0.39 mg vit C / g karayemis) ve sulu (20.37£3.27
mg vit C/ g karayemis) ekstraktlardaki demir indirgeyici giigten daha yiiksekti. Normal
ekstraktlarda en az demir indirgeyici gii¢ etanollii ekstraktlarda goriiliirken, asit ilave edilmis
ekstraktlarda sulu ekstraktlarda goriilmistiir. Karayemisin asit ilave edilerek hazirlanan
etanollii ve DMSO’lu ekstraktlarindaki demir indirgeyici gii¢, asit ilave edilmeden hazirlanan
etanollii ve DMSO’lu ekstraktlarindaki demir indirgeyici giiciin 2 kat1 olarak hesaplandi
(etanol i¢cin p=0.002, DMSO i¢in p=0.003). Fakat karayemisin sulu ekstraktlar1 ile asit ilave
edilerek hazirlanan sulu ekstraktlar1 arasinda demir indirgeyici gli¢ bakimindan anlamli bir
fark bulunamadi (p=0.567). Ekstraktlarda demir indirgeyici gii¢ tayini sonuglar1 Sekil 11°de

verilmistir.
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Sekil 11. Karayemisin sulu, etanollii, DMSO’lu ve bu ¢oziiciilerin asit ilave edilmis
ekstraktlarindaki demir (Fe™) indirgeyici gii¢ (X£SD mg vit C / g karayemis)
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6.3.2. DPPH" Radikal Temizleme Aktivitesi Sonuclari

Artan numune konsantrasyonuna karst 517 nm’deki absorbanslar grafige gecirilerek
elde edilen grafiklerden antioksidan kapasiteler kantitatif olarak ifade edilmistir. Antioksidan

aktivite, numunenin SCsy degeri belirlenerek standartla karsilastirilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Vitamin C standart ¢alisma grafigi

SCso, baslangic DPPHe radikal konsantrasyonunu (kontroliin absorbansini) yariya
diisiiren numune konsantrasyonudur. Sonug¢lar mg/mL cinsinden verildi. Standart olarak
vitamin C kullanilmistir. Standardinin SCsp degeri 0.003+0.00 bulunmustur. Karayemis

numunelerine ait numune konsantrasyonu - absorbans grafikleri Sekil 13°de verilmistir.
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Sekil 13. DPPH yontemine gore, karayemis meyvesinin biitiin ekstraktlarina ait Numune
konsantrasyonu - absorbans grafikleri (KYM = karayemis)
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Sekil.14. Karayemis meyvesinin biitiin ekstraktlarmin 517 nm’deki DPPHe radikali
temizleme aktivitesi analizi sonucu (SCso+=SD mg/mL)

DPPHe radikali temizleme aktivitesi yonteminde sonuglar SCsy degeri (radikali yariya
indiren numune konsantrasyonu) olarak verildi. SCsy degerinin diisiik olmasi antioksidan
aktivitenin ylksek oldugunu gostermektedir. Karayemisin DMSO’lu ekstraktinin DPPHe
radikali temizleme aktivitesi (0.282+0.005 mg/mL) etanolli (3.174+0.022 mg/mL) ve sulu
(0.55+0.012 mg/mL) ekstraktlarindakinden daha yiiksek bulundu. Asit ilave edilerek
hazirlanan ekstraktlardan, DMSO’lu ekstraktin DPPHe radikali temizleme aktivitesi
(0.213+0.05 mg/mL), etanolli (0.4744+0.028 mg/mL) ve sulu (0.49+0.004 mg/mL)
ekstraktlardaki DPPHe radikali temizleme aktivitesinden daha yiiksekti. Normal ekstraktlarda
en az DPPHe radikali temizleme aktivitesi etanollii ekstraktlarda goriiliirken, asit ilave edilmis
ekstraktlarda ise sulu ekstraktlarda goriilmiistiir. Karayemisin sulu ekstraktlar1 ile asit ilave
edilerek hazirlanan sulu ekstraktlar1 arasinda DPPHe  radikali temizleme aktivitesi
bakimindan anlamli bir fark bulunamadi. Ekstraktlarda DPPHe radikali temizleme aktivitesi

tayini sonuglar1 Sekil 14’de verilmistir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Karayemis, Karadeniz Bdlgesi’nde yetisen yaprak dokmeyen kiiciik bir agac tiirtidiir.
Karayemis meyveleri, c¢ekirdekli, sulu olup meyve eti agik pembe veya krem rengindedir.

Olgunlasan meyveler kirmizi veya koyu mor renktedirler (3, 4, 5).

Karayemis bitkisinin faydalanildigi kisimlar1 yapragi, c¢ekirdegi ve meyvesidir.
Meyveler taze olarak tiiketilebilecegi gibi kurutularak da tiiketilmektedir. Gii¢lii antioksidan
0zelligi sayesinde bir¢ok hastaligin olusumunun ve gelismesinin 6nlemesinde faydasi oldugu
goriilmiistiir. Karayemis meyvelerinin halk arasinda mide iilseri ve bagirsak tembelligi basta
olmak tizere, sindirim sistemi hastaliklari, idrar rahatsizliklari, egzama, Alzheimer, seker
hastaligi, doku ve cilt bozukluklari, bronsit ve kanser gibi bazi hastaliklarin tedavisine iyi

geldigi bilinmektedir (2, 10).

Kolayl ve ark. Karayemisin taze meyvesini kimyasal olarak incelenmis ve yapisinda
su, pektin, askorbik asit, bol miktarda protein ve karbohidrat yaninda ¢esitli fenolik bilesenler
ve mineraller igerdigini belirlemistir. Mineraller bakimindan 6nemli oranda potasyum,
magnezyum, kalsiyum, sodyum, manganez ve eser miktarda bakir, ¢cinko ve demir icerdigini
gozlemlemistir. Karayemisin besin degeri yiiksek bir meyve olmasmin yaninda antioksidan
maddelerce zengin oldugu belirtilmistir. Toplam fenolik iceriginin radikal yakalama

kapasitesi, bazi referans bilesiklerden (askorbik asit gibi) daha fazla oldugu goriilmiistiir (4).

Ulkemizde su ana kadar yapilan morfolojik ve sitolojik karakterizasyon
calismalarinda, karayemisin hem morfolojik hem de sitolojik olarak, meyve ve yaprak
icerikleri bakimindan farkliliklar gosterdigi ‘Oxygemmis’, ‘Globigemmis’ ve ‘Angustifolia’

olmak tlizere ii¢ kiiltiir formu tespit edilmistir (6).

Ayaz ve ark. karayemisin yabani formunda ve kiltiirlerinde (Oxygemmis,
Globigemmis, Angustifolia) GC-MS ile baz1 fenolik asitler, yag asitleri ve seker
kompozisyonu arastirmis ve tiim tiplerde vanilik asit ve linoleik asitin baskin oldugu
goriilmiistiir (6, 7). Olgun karayemis meyvesinin etanol ve sulu ekstraktlarinda, bazi diisiik
molekiil agirlikli karbohidratlar1 gaz kromatografisi ile belirlemistir. Fruktoz ve glukoz,
yiiksek oranda olmak {izere sorbitol ve sakkaroz saptamistir. Mannitol varlig1 da arastirilmis

fakat bulunamamistir (139).

Alasalvar ve ark. ise seker kompozisyonu bakimindan glukoz, fruktoz ve sorbitol
yaninda ksiloz ve arabinoz varligmi bildirmislerdir. Ayrica pekmezde az miktarda sakkaroz

varlig1 da gozlenmistir. Ayrica yapilan bu calismada iki dogal karayemis tipi ve bunlardan
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elde edilen pekmezin bilesimi ve bu bilesimin antioksidan aktiviteye etkisi incelenmistir.
Calisma sonucunda bazi hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler belirlenmistir. Asit ve
alkali hidrolizi sonucunda da fenolik asitler saptanmistir. Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin
serbest ve alkali hidrolizde, hidroksibenzoik asit ve tiirevlerinin ise asit hidrolizde baskin
olduklar1 bildirilmistir (9).

Ayaz ve ark. Oxygemmis karayemisin meyvelerinin olgunlasmasi esnasinda fenolik
asit igerigindeki degisimleri incelemistir. Meyvede p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit,
benzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve 3,4 hidroksibenzoik asit miktarma
bakmistir. Cigeklenmeden 40 giin sonra baslayan calismada yiiksek de§er gosteren fenolik

asitler, benzoik, kafeik ve vanilik asit olarak goriilmiistiir (140).

Karayemis meyvesi organik asit bakimindan incelendiginde malik asitin baskin oldugu
bunu swrasiyla quinik, sitrik ve fumarik asitin izledigi goriilmiistiir. Meyvenin fenolik asit
kompozisyonu incelendiginde, klorojenik asitin baskin olmasiyla beraber ayrica
hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler de saptanmistir. Karayemisin HPLC/MS/MS ile
flavonoid analizi yapildiginda fenoliklerin yaklasik % 24-32 oranini1 antosiyaninlerin
olusturuldugu gorilmiistiir. Bu bakimdan karayemis zengin bir antosiyanin kaynagidir (2, 8,
9). Ayrica flavonoidlerin alt grubu olan katesinlerin, yliksek antioksidan etkileri ile serbest

radikalleri yok ederek, saglik {izerinde ¢ok sayida yararmin oldugu belirtilmistir (30, 31).

Literatlirde, karayemis bitkisinin asit ilavesiyle antioksidan kapasitenin
degerlendirildigi bir calismaya rastlanilmamakla birlikte, bitkilerin yapilarindaki fenolik
bilesiklerin aglikon ve glikozit formlar1 arasinda antioksidan kapasiteleri ve fenolik bilesik

iceriklerinin karsilastirildig ¢esitli caligmalar mevcuttur.

Yean-Yean Soong ve ark. mango cekirdeklerinin hidroliz ve hidrolizsiz metanolli
ekstraktlarinda gallik ve ellagik asit miktarlarma bakmustir. Ik olarak dondurulmus mango
cekirdekleri tartilmis ve tartilan ¢ekirdekler iizerine metanol ilave edildikten sonra 70 °C 1
saat bekletilmistir. Bu sekilde 3 tane hazirlanan ekstraksiyondan ilk ikisine HCI ilave
edilmistir. HCI ilave edilen iki ekstraksiyonun bir tanesi 35 °C 16 saat digeri ise 85 °C ‘de 2
saat bekletilerek hidroliz edilmistir. Kalan 3 ekstraksiyon 6rnegi ise, mango ¢ekirdeklerinin
¢Oziicii ilave edilmeden 6nce 160 °C ‘de 1sitilip daha sonra bu 1sitilmis mango ¢ekirdeklerine
metanol ilave edilerek yine 70 °C ‘de 1 saat bekletilerek hazirlanmistir. Bu {i¢ ornekten ilk iki
tanesine yukaridaki islemler aynen uygulanarak toplamda 6 farkli ekstrakt hazirlanmistir.
Hazirlanan bu ekstraktlarda gallik asit miktarina bakildiginda donmus (163 mg/100 g
cekirdek) ve 1sitilmis (838 mg/100 ¢ekirdek) mango ¢ekirdekleriyle hazirlanan ekstraktlarda
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en yiiksek miktarm hidroliz edilmis 6rneklerden 85 °C‘de 2 saat bekletilmis ekstraktta oldugu
goriilmiistiir. Ellagik asit miktarmma bakildiginda ise donmus (6.2 mg/100 g cekirdek) ve
onceden 1sitilmis (74.5 mg/100 cekirdek) mango cekirdekleriyle hazirlanan ekstraktlarda da
en yiksek miktarin hidroliz edilmis Orneklerden 85 °C’de 2 saat bekletilmis ekstraktta
goriilmiistiir. Bu ¢alismada ayrica mango cekirdeklerinin antioksidan kapasitesi arastirilmis ve
sonuglar gallik ve ellagik asit igerigi ile benzerlik gdstermistir. Donmus mango ¢ekirdekleri
ile hazirlanan ekstraktlarda en yiiksek antioksidan kapasite hidroliz edilmis 6rneklerden 85 °C
¢ de 2 saat bekletilmis ekstraktta (713+74.9 umol g') goriiliirken en diisiik kapasite hidroliz
edilmemis ekstraktta (575+23.5 umol g') goriilmiistiir. Bu karsilastrma dnceden 1sitilarak
hazirlanan mango cekirdekleriyle yapildiginda ise en yiiksek kapasite hidroliz edilmis
6rneklerden 85 °C “de 2 saat bekletilmis ekstraktta (1496190 pmol g™) gériiliirken en diisiik
kapasite hidroliz edilmemis ekstraktta (1130+216.0 pmol g™) goriilmiistiir (141).

Drazenka ve ark. tibbi bitkiler (zeytin yapraklari, 1sirgan otu, lavanta, bogiirtlen
yapraklari, kekik ve limon yag1) olarak adlandirilan 6 ayr1 bitkinin fenolik bilesik iceriklerine
ve antioksidan kapasitelerine, hidrolizin ve ekstraksiyon zamanmin etkisi arastirmistur.
Oncelikle bitkilerin hidrolizsiz ekstraksiyonlarmi hazirlamak i¢in her bir bitkinin iizerine
kaynamis su dokiilerek 5 ve 15 dakika bekletilmistir. Hidrolizli ekstraksiyonlar1 hazirlamak
icin ise her bir bitki, etanol ve HCI’de ¢oziinerek 95 °C’de 2 saat bekletilmistir. Sonug olarak
6 bitki ¢esidinde de en yiiksek toplam polifenol ve toplam flavonoid igerik hidroliz edilmis
orneklerde gorilmiistiir. Hem 5 dakika hem de 15 dakika bekletilmis hidroliz edilmemis
ekstraktlarda en yiiksek toplam polifenol icerik limon yaginda ( 5 dakika: 791.33 mg GAE/L,
15 dakika: 929.33 mg GAE/L) goriiliirken, en diisiik icerik zeytin yapraklarinda (5 dakika:
88.67 mg GAE/L ve 15 dakika= 182.67 mg GAE/L) goriilmiistiir. Bu sonuclara bakilarak
uzun ekstraksiyon zamaninin toplam polifenol icerigi olumlu derecede etkiledigi sonucuna
varilmistir. Hidroliz edilmis o6rneklerde ise en yiiksek toplam polifenol igerik bogiirtlen
yapraklarinda goriiliirken (2160.00 mg GAE/L), en diisiik icerik 1sirgan otunda (566.67 mg
GAE/L) goriilmistiir. Toplam flavonoid icerigine bakildiginda, hem 5 dakika hem de 15
dakika bekletilmis hidroliz edilmemis ekstraktlarda en diisiik icerik zeytin yapraklarinda
gorilmiistiir. Hidroliz edilmis 6rneklerde ise en yiiksek toplam flavonoid igerigin bogiirtlen

yapraklarinda (946.67 mg GAE/L) oldugu goriilmiistiir.

Calismada spektrofotometrik metotla her iki ekstrakt ¢esidinde de tanen ve flavan-3-ol

(vanilin ve p-dimethylamminocinnamaldehyde (p-DAC) igerigine bakilmistir.
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Zeytin yapraklarimda (4.65+0.77 mg (+)-catechin/L), 1sirgan otu yapraklarinda
(8.53£1.78 mg (+)-catechin/L) ve lavanta bitkisinde (4.94+£0.29 mg (+)-catechin/L) vanilin
miktari, hidroliz edilmis ekstraktlarda, hidroliz edilmemis ekstraktlardakinden daha fazla
miktarda bulunmustur. Ug bitki ¢esidinde de hidroliz edilmemis her iki ekstrakta da p-DAC
saptanamazken, hidroliz edildikten sonra saptanmistir. Ayrica bu ii¢ bitkinin tanen igerigine

bakildiginda hidroliz edilmis ekstraktlarda en yiiksek miktarda saptanmistir.

Bogiirtlen yapraklari, kekik ve limon yaginda tanen, vanilin ve p-DAC igeriklerine
bakildiginda her ii¢ bitkinin de hidroliz edilmis ve hidroliz edilmemis biitiin ekstrakt
iceriklerinde bu maddeler saptanmistir. Ug bitki ¢esidinde de, bu maddelerin en yiiksek icerigi
hidroliz edilmis ekstraktlarda belirlenmistir. Hidroliz edilmis ekstraktlarda en ytliksek flavan-
3-ol icerige kekik (4.35+0.27 mg (+)-catechin/L) bitkisinde oldugu belirlenirken, en yiliksek

tanen miktarmin ise bogiirtlen yapraklarinda (%16.31) oldugu belirlenmistir.

Alt1 ¢esit bitkide yine bu ¢calismada rosmarinik, klorojenik, kafeik, p- kumarik, ferulik,
t-sinnamik asit gibi fenolik asit igeriklerine bakilmistir. Ayrica bu analizlere ek olarak
bitkilerdeki flavon (luteolin) ve flavonol (kaemferol, mirisetin, kuersetin, izoramnetin)

miktarlarina da bakilmistir.

Zeytin yapraklarinda, hidroliz edilmis ve hidroliz edilmemis her iki ekstraktta da
ferulik ve kumarik asit belirlenmistir. Ferulik asit (6.76+0.03 mg/L) ve kumarik (1.72+0.06
mg/L) asit icerigi hidroliz edilmis zeytin yapraklarinda hidroliz edilmemis ekstraktlardan daha
yiiksek cikmistir. Bu degerlere ilaveten zeytin yapraklarin, bir flavon ¢esidi olan luteolin
miktar1 (37.67+1.75 mg/L) hidroliz edilmis Orneklerde, hidroliz edilmemis ekstraktlardan
daha yiiksek bulunmustur

Isirgan otunda, klorojenik, p-kumarik ve ferulik asitin en yiiksek igerigi hidroliz
edilmis ekstraktlarda goriilmiistiir. Kafeik asit (8.64+0.85 mg/L) ve Izoramnetin (0.22+0.03

mg/L) hidroliz edilmemis ekstraktlarda bulunmazken, hidroliz sonucunda goriilmiistiir.

Lavanta bitkisinde rosamirik (4.04+0.06 mg/L) ve ferulik asit (8.41+0.79 mg/L)
hidroliz edilmis ekstraktlarda, en yiiksek igerikte saptanmistir. Kafeik asit (1.02+0.31 mg/L)
ve Luteolin (1.64+£0.24 mg/L) hidroliz edilmemis ekstraktlarda belirlenemezken, hidroliz

edilmis ekstraktlarda belirlenmistir.

Bogiirtlen yapraklarinda ferulik asit (1.32+0.28 mg/L) hidroliz edilmemis
ekstraktlarda belirlenemezken, hidroliz edilmis ekstraktlarda belirlenmistir. Hidroliz edilmis

ekstrakttaki p-kumarik asit igerigi (8.67+0.35 mg/L) 5 dakika ve 15 dakika bekletilmis
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hidroliz edilmemis ekstraktlardan daha fazla bulunmustur. Luteolin ve kaemferol hidroliz

edilmemis ekstraktlarda belirlenemezken, hidroliz sonucunda belirlenmistir.

Kekik bitkisinde, rosamirik, klorojenik, kafeik asit ve luteolin hidroliz edilmis
ekstraktlarda, daha yliksek miktarda bulunmustur. Hidroliz edilmemis ekstraktlarda p-
kumarik asit (1.45+£0.07 mg/L) ve Kuersetin (8.99+0.67 mg/L) belirlenemezken, hidroliz

edilmis ekstraktlarda belirlenmistir.

Limon yaginda ise, hidroliz edilmis ekstraktlardaki rosamirik ve kafeik asit miktar1
hidroliz edilmemis ekstraktlara gore daha yiiksek bulunmustur. Limon yagmin flavonoid
icerigine bakildiginda ise diger bitkilerden farkli olarak, luteolin miktarmin 15 dakika
(1.2140.20 mg/L ) bekletilmis hidroliz edilmemis ekstraktlarinda, hidroliz edilmis ve 5 dakika
bekletilmis hidroliz edilmemis ekstraktlarindan daha yiiksek ¢ikmustir. Kuersetin (0.454+0.01

mg/L ) ise hidroliz edilmemis ekstraktlarda belirlenmezken, hidroliz sonucunda belirlenmistir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak alt1 farkli bitkide de toplam fenolik asit miktar1 hidroliz
edilmis orneklerde daha yiiksek miktarda bulunmustur. Limon yag1 disinda kalan biitiin bitki
cesitlerinde de hidroliz sonucunda flavonoid miktarlar1 yiiksek c¢ikmistir. Ayrica bazi

maddeler hidroliz edilmemis ekstraktlarda belirlenemezken, hidroliz sonucunda belirlenmistir.

Bu calismada bu bitkilerin FRAP ve ABTS olmak {izere iki farkli metotla da

antioksidan kapasiteleri arastirilmigtir.

ABTS radikal temizleme aktivitesi sonuglarmna gore, lavanta ve kekik bitkisinin
hidroliz edilmeyen ekstraksiyonlarinda 5 ya da 15 dakika bekletmenin radikal temizleme
aktivitesi bakimindan herhangi bir farklilik gdstermezken, kalan dort bitkide 15 dakika
bekletilerek hazirlanan hidroliz edilmeyen ekstraksiyonlarda radikal temizleme aktivitesinin
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Hidroliz edilen ekstraktlarda ise ABTS radikali temizleme
aktivitesi en iy1 limon yaginda (7.01 mM Troloks) goriiliirken, en diistik aktivite kekik (1.82
mM Troloks) bitkisinde goriilmiistiir. Boglirtlen yapraklar1 hari¢ biitiin bitkilerin hidroliz
edilmis ekstraktlarindaki ABTS radikal temizleme aktivitesi en yliksek olarak bulunurken,

bogiirtlen bitkisinde hidroliz sonucunda radikal temizleme aktivitesi diigsmiistiir.

Yapilan calismadaki FRAP sonuglarma gore, 5 dakika bekletilmis ekstraktlarda en
yiiksek antioksidan aktivite limon yaginda (11.76 mM Troloks) goriiliirken, en diisiik aktivite
isirgan otunda (1.34 mM Troloks) goriilmistiir. 15 dakika bekletilmis ekstraktlardaki en
yiiksek antioksidan aktivite yine limon yaginda goriiliirken (11.03 mM Troloks), en diisiik
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aktivite zeytin yapraklarida (1.06 mM Troloks) goriilmiistiir. Biitiin bitki ¢esitlerinde hidroliz

sonucunda antioksidan aktivite kapasitesi artmustir (142).

Ismaila Muhammad ve ark. tarafindan kahverengi piring bitkisinin metanolde
hazirlanan ekstraktina HCI ve NaOH ilave edilerek, bu bitkinin normal, asidik ve bazik
ekstraksiyonlar1 hazirlanmistir. Bu ii¢ ekstraksiyonun toplam polifenol, toplam flavonoid
miktarlar1 ve ayrica ABTS, FRAP ve DPPH metotlar1 ile antioksidan kapasitesi belirlenerek
karsilagtirilmas: yapilmistir. Sonug¢ olarak toplam polifenol ve toplam flavonoid igerik
bakimindan en yiiksek icerigin asidik ekstraksiyonda oldugu belirlenmistir. DPPH radikal
temizleme aktivitesinde de en yliksek etkinlik asidik ekstraksiyonda goriilmiistiir. Buna
karsilik ABTS radikal temizleme aktivitesi ve FRAP metodu sonucunda ise en yliksek
antioksidan aktivite bazik ekstraksiyonda goriilmiistiir. Bu arastrmada ayrica bazi fenolik
bilesikler (gallik, hidroksisinnamik, klorojenik, kafeik, vanilik, siringik, protokatesik, p-
kumarik ve ferulik asit) HPLC-UYV ile analiz edilmistir. Bu sonuglara gore vanilik asit (3.319
+ 0.53 pg/g) sadece asitle hidroliz edilmis ekstraksiyonda goriilmiistiir. Ferulik asit ise bazla
hidroliz edilmis ekstraksiyonda goriilmezken, asitle hidroliz edilmis ekstraksiyondaki miktar
(13.212+0.82 pg/g) hidroliz edilmemis ekstraksiyona (7.96+0.662 ng/g) gore daha yiiksek
cikmistir. Gallik asit hidroliz edilmemis ekstraksiyonda goriilmemisken, bazikle hidroliz
edilmis ekstraksiyonundaki miktar1 (13.822+1.88 pg/g), asitle hidroliz  edilmis
ekstraksiyonundan (9.516+£0.412 pg/g) daha yiiksek c¢ikmistir. Hidroksisinnamik, kafeik,
siringik, protokatesik asit sadece baz ile hidroliz edilmis ekstraksiyonunda gdoriilmiistiir.
Klorojenik asit hi¢bir ekstraksiyon ¢esidinde goriilmemistir. Son olarak p-kumarik asit (9.122
+ 0.94 pg/g) biitiin ekstraksiyon cesitlerinde goriiliirken, en yiiksek miktar1 baz ile hidroliz
edilmis ekstraksiyonda goriilmiistiir (143).

Yukarida bahsedilen ¢alismalardan elde edilen ortak sonug, asit ilave edilmis
ekstraktlarda toplam polifenol ve flavonoid igerikle birlikte antioksidan kapasitenin de asit
ilave edilmemis ekstraktlara gére daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir. Bizim ¢alismamizda

da asit ilave edilmis ekstraktlardan elde edilen bulgular bu ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur.

Yapilan bir¢ok in vitro ¢calisma sonucunda karayemis meyvesinin, yapisinda bulunan
cesitli fenolik bilesikler sayesinde, yiliksek oranda antioksidan etkisi oldugunu goriilmiistiir.
Bu calismada zengin polifenol kaynagi olarak bilinen ve ililkemizde Karadeniz bdlgesinde
yetisen, ¢ekirdegi ¢ikarilmis kuru karayemis meyvesinin sulu, etanolli ve DMSO’lu

ekstraktlarma HCI ilave ederek hidroliz edilmis ve edilmemis ekstraktlar1 arasindaki
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antioksidan kapasitesi, toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik, demir indirgeyici gii¢

ve DPPH?e radikali temizleme aktivitesi bakimindan belirlenmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 tayin yonteminde; normal ekstraktlarda ve asit ilave
edilmis ekstraktlarin her ikisinde de en fazla polifenol icerik DMSO’lu ekstraktinda,
goriilmiistiir. Normal ekstraktlarda en az toplam polifenol igerik etanollii ekstraktlarda
goriiliirken, asit ilave edilmis ekstraktlarda sulu ekstraktlarda goriilmiistiir. Karayemisin asit
ilave edilerek hazirlanan etanollii ve DMSO’lu ekstraktlarindaki toplam polifenol igerik, asit
ilave edilmeden hazirlanan etanollii ve DMSO’lu ekstraktlarindaki toplam polifenol igeriginin
2 kat1 olarak hesaplandi. Fakat karayemisin sulu ekstraktlar ile asit ilave edilerek hazirlanan

sulu ekstraktlar1 arasinda toplam polifenol igerigi bakimindan anlaml bir fark bulunamadi.

Toplam flavonoid madde miktar1 tayin yonteminde; fenolik madde miktar1 tayinine
benzer sonuglar elde edilmistir. Normal ekstraktlarda ve asit ilave edilmis ekstraktlarin her
ikisinde de en fazla flavonoid igerik DMSO’lu ekstraktinda goriilmiistiir. Normal
ekstraktlarda en az toplam flavonoid icerik etanollii ekstraktlarda goriiliirken, asit ilave
edilmis ekstraktlarda sulu ekstraktlarda goriilmiistiir. Karayemisin hidroliz edilmis etanolli ve
DMSO’ lu ekstraktlarindaki toplam flavonoid icerik, hidroliz edilmeden hazirlanan etanollii
ve DMSO’ lu ekstraktlarindaki toplam flavonoid igeriginin 3 kati olarak hesaplandi. Fakat
karayemisin sulu ekstraktlar1 ile asit ilave edilerek hazirlanan sulu ekstraktlar1 arasinda toplam

flavonoid igerigi bakimmdan anlamli bir fark bulunamadi.

Demir (III) indirgenme / antioksidan aktivite kuvveti (FRAP) yOontemine gore, en
yiiksek antioksidan aktivite, normal ekstraktlarda ve asit ilave edilmis ekstraktlarin her
ikisinde de klasik yontemler de oldugu gibi, DMSO’lu ekstraktinda goriilmiistiir. Normal
ekstraktlarda en az demir indirgeyici gii¢ etanollii ekstraktlarda goriiliirken, asit ilave edilmis
ekstraktlardan sulu ekstraktlarda goriilmiistiir. Karayemisin asit ilave edilerek hazirlanan
etanolli ve DMSO’lu ekstraktlarindaki demir indirgeyici gilig, asit ilavesi yapilmadan
hazirlanan etanollii ve DMSO’lu ekstraktlarindaki demir indirgeyici giiciin 2 kati olarak
hesaplandi. Fakat karayemisin sulu ekstraktlar1 ile asit ilave edilerek hazirlanan sulu

ekstraktlar1 arasinda demir indirgeyici gii¢ bakimindan anlamli bir fark bulunamada.

Son olarak kullanilan DPPHe radikali temizleme aktivitesi yonteminde ise, en yiiksek
antioksidan aktivite, normal ekstraktlarda ve asit ilave edilmis ekstraktlarin her ikisinde de
klasik yontemler oldugu gibi, DMSO’lu ekstraktinda goriilmiistiir. Normal ekstraktlarda en az
DPPHe radikali temizleme aktivitesi etanollii ekstraktlarda goriiliirken, asit ilave edilmis
ekstraktlarda sulu ekstraktlarda gortilmiistiir. Karayemisin sulu ekstraktlar1 ile asit ilave
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edilerek hazirlanan sulu ekstraktlari1 arasinda DPPHe radikali temizleme aktivitesi

bakimindan anlamli bir fark bulunamada.

Trabzon merkezinden toplanan karayemisin DMSO’lu etanollii ve sulu ekstraktlarinda
toplam polifenol, toplam flavonoid, demir (Fe™) indirgeyici giic ve DPPHe radikali
temizleme aktivitesi tayinleri yapildi. Ayni tayinler asit ilave edilerek hazirlanan DMSO’lu
etanollii ve sulu ekstraktlarda da yapildi. Ekstraktlarin antioksidan potansiyeli, polifenol ve

flavonoid igerikleri ile orantili olarak bulundu.

Calisma sonucunda karayemis ekstraktlarmin toplam polifenol, toplam flavonoid,
demir (Fe™) indirgeyici giic ve DPPHe radikali temizleme aktivitesi tayinlerinden yola
cikarak normal ekstraktlarda hangi ¢oziiciide en iyi ¢odziindiigli konusunda bir swralama
yapildiginda; en iyi DMSO’da daha sonra su ve son olarak da etanolde ¢6ziindiigli belirlendi.
Asit ilave edilerek hazirlanan ekstraktlarda da en iyi ¢oziinmenin DMSO’da daha sonra
etanolde ve son olarak da suda gergeklestigi belirlendi. DMSO’lu ve etanollii ekstraktlarda
asit ilavesi sonucunda, antioksidan kapasitenin asit ilave edilmemis DMSO’lu ve etanollii
ekstraktlara gore anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir. Ama ayni1 karsilastirma sulu ekstraktlar

icin yapildiginda asit ilavesinin bu ekstraktlarda anlamli bir fark yaratmadigi goriilmiistiir.

Literatiirde kuru karayemis meyvesinin asit ilavesi ile antioksidan kapasitesinin
degerlendirildigi bir calismaya rastlanmadigi i¢in, calismamizda elde ettigimiz sonuclar direkt
olarak herhangi bir literatiir ile karsilastirilamadi. Bu yoniiyle ¢alismamiz bir ilk calisma
ozelligi gostermektedir. Cesitli hastaliklar tedavisinde kullanilan karayemisin bu 6zellikleri

fenolik madde bilesimine baglanmaktadir.

Yaptigimiz calismada bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin aglikan ve bunlarin glikozit
kisimlar1 arasindaki toplam polifenol ve flavonoid igerik yaninda antioksidan kapasiteleri
karsilastirilmis ve sonugta ¢ogunlukla aglikan kisimlarin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu
sekilde karayemisin in vitro ortamda su, etanol, DMSO gibi ¢6ziiciilere asit ilave edilerek elde
edilen ekstraktlar1 bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerle in vivo kosullarda yapilacak
antioksidan kapasite calismalarinda kullanilabilir. Ayrica bu ¢alisma pek ¢ok farkli ¢alismaya

yeni bir bakis acis1 kazandiran 6n ¢alisma niteliginde degerlendirilebilir.
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