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ONSOZ

“Izabella Uziimii (Vitis labrusca L.) Meyvesinin Fenolik Bilesenleri ve Antioksidan
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

IZABELLA UZUMU (Vitis labrusca L.) MEYVESININ FENOLIK BILESENLERI
VE ANTIOKSIDAN ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Dilek UNES

Bartin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Orman Endiistri Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Damismani: Dog. Dr. ibrahim TUMEN
Bartin 2016, Sayfa: xvi+68

Bu ¢alismada, Bartin ilinin Serdar Koyii mevkiinde dogal olarak yetisen Izabella Uziimii
(Vitis labrusca L.) meyveleri taze halde, dis ortamda kurutulmus ve etiivde kurutulmus
olmak iizere 3 farkli érnek kullanilmustir. izabella Uziimii (Vitis labrusca L.) ’niin fenolik
bilesenleri HPLC yontemiyle belirlenmistir. Toplam Fenolik Madde Miktar1 tayini Folin-
Ciocalteu Ayiract (FCR) ile tespit edilmistir. V. labrusca bitkisinin antioksidan 6zellikleri
DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi uygulanarak belirlenmistir. Dis
ortamda kurutulan V. labrusca meyvesine ait fenolik bilegsen analizi sonucunda p-
hidroksibenzoik asit (1.133 mg/L), benzoik asit (0.571 mg/L), protokatesik asit (0.323
mg/L), gallik asit (1.343 mg/L), rosmarinik asit (1.065 mg/L), siringaldehit (0.272 mg/L),
trans-Ferulik asit (1.222 mg/L) ve vitamin C (15.191 mg/L) fenolik bilesenler tespit
edilmistir. Etlivde kurutulan V. labrusca meyvesine ait fenolik bilesen analizi sonucunda p-
Hidroksibenzoik asit (1.161 mg/L), benzoik asit (0.353 mg/L), protokatesik asit (0.231
mg/L), gallik asit (1.102 mg/L), rosmarinik asit (1.062 mg/L), siringaldehit (0.253 mg/L),
trans-Ferulik asit (1.382 mg/L), katesin (1.532 mg/L) ve vitamin C (15.160 mg/L) fenolik
bilesenler tespit edilmistir. Taze haldeki V. labrusca meyvesine ait fenolik bilesen analizi
sonucunda p-Hidroksibenzoik asit (0.006 mg/L), benzoik asit (0.329 mg/L), protokatesik
asit (0.239 mg/L), gallik asit (1.002 mg/L), rosmarinik asit (1.054 mg/L), siringaldehit
(0.250 mg/L), trans-Ferulik asit (1.243 mg/L) ve vitamin C (11.205 mg/L) olarak tespit
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edilmistir. V. labrusca ekstresinde yapilan analizler sonucunda en yiiksek resveratrol
miktar1 taze halde (1.625 mg/L), en diisiik resveratrol miktar etiivde kurutulan 6rneklerde
(0.289 mg/L) tespit edilmistir. Gallik asit esdeger alinarak Folin-Ciocalteu yontemi
kullanilarak yapilan ¢alismada toplam fenolik madde miktar1 en yliksek 62.686 + 8.26 mg
GAE/g olarak etiivde kurutulan meyvelerde, en diisiik 34.781 + 0.73 mg GAE/g olarak taze
haldeki meyvelerde tespit edilmistir. Antioksidan yiizde inhibisyon degerleri; Dis ortamda
kurutulan Orneklere ait 50 pg/ml’de %40.98, 100 pug/ml’de % 47.52, 250 pg/ml’de
%49.41, 500 pg/ml’de % 50.58 ve 1000 pg/ml’de % 51.74 olarak tespit edilmistir. Etiivde
kurutulan o6rneklere ait 50 pg/ml’de % 45.05, 100 pg/ml’de % 53.48, 250 ug/ml’de
%55.23, 500 pg/ml’de %56.10 ve 1000 pg/ml’de % 56.83 olarak tespit edilmistir. Taze
haldeki 6rneklere ait 50 pg/ml’de %51.30, 100 pg/ml’de % 57.84, 250 pg/ml’de %60.17,
500 pg/ml’de %61.48 ve 1000 pg/ml’de % 62.93 olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligmada
sonug olarak; izabella Uziimii (Vitis labrusca L.)’niin fenolik bilesenleri ve antioksidan
ozellikleri belirlenmis olup, saglik alaninda (tip, eczacilik vb.) kullaniminin artirilmasi
hedeflenmistir. V. labrusca Tiirkiye ekonomisine katki saglama potansiyeli olan ve ticari

yetistiriciligi yapilmasi gereken bir tiirdiir.

Anahtar Kelimeler

Antioksidan; fenolik; Izabella {iziimii (Vitis labrusca L.); resveratrol.

Bilim Kodu
502.06.01
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

INVESTIGATION OF PHENOLIC COMPOSITION AND ANTIOXIDANT
EFFECTS OF ISABELLA GRAPE (Vitis labrusca L.) FRUIT

Dilek UNES

Bartin University
Graduate School of Applied Sciences

Forest Industry Engineering

Thesis Advisor: Do¢. Dr. ibrahim TUMEN
Bartin 2016, Pp: xvi+68

In this study, three different samples, fresh, oven dried and air dried Isabel grape (Vitis
labrusca L.) growing naturally in Serdar village of Bartin province were used. The
phenolic compounds of Isabel grape (Vitis labrusca L.) were determined using HPLC
method. Total phenol content determination has been identified with Folin-Ciocalteu
Reagent (FCR). Antioxidant properties of V. labrusca were determined through free
radical scavenging activity. As a result of phenolic compound analysis of air dried Isabel
grape (Vitis labrusca L.) fruit samples, p-hdroxybenzoic acid (1.133 mg/L), benzoic acid
(0.571 mg/L), protocatechuic acid (0.323 mg/L), Gallic acid (1.343 mg/L), rosmarinic acid
(1.065 mg/L), siring aldehyde (0.272 mg/L), trans-Ferulic acid (1.222 mg/L) and vitamin C
(15.191 mg/L) phenolic compounds were found. And as a result of phenolic compound
analysis of oven dried Isabel grape (Vitis labrusca L.) fruit sample,p- hdroxybenzoic acid
(1.161 mg/L), benzoic acid (0.353 mg/L), protocatechuic acid (0.231 mg/L), gallic acid
(2.102 mg/L), rosmarinic acid (1.062 mg/L), siring aldehyde (0.253 mg/L), trans-Ferulic
acid (1.382 mg/L), catechin (1.532 mg/L) and vitamin C (15.160 mg/L) phenolic
compounds were identified. And as a result of phenolic compound analysis of fresh Isabel
grape (Vitis labrusca L.) fruit samples,p- hdroxybenzoic acid (0.006 mg/L), benzoic acid
(0.329 mg/L), protocatechuic acid (0.239 mg/L), gallic acid (1.002 mg/L), rosmarinic acid
(1.054 mg/L), siring aldehyde (0.250 mg/L), trans-Ferulic acid (1.243 mg/L) and vitamin C
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(11.205 mg/L) phenolic compounds were found. As a result of analyses in V. labrusca
extract, highest amount of resveratrol was found in fresh samples (1.625 mg/L), whilst the
lowest amounts of resveratrol was found in oven dried V. labrusca samples (0.289 mg/L).
The highest amount of total phenolic compound was found in oven dired fruit samples
(62.686 + 8.26 mg GAE/g) , while the lowest amount of total phenolic compounds was
found in fresh fruit samples (34.781 + 0.73 mg GAE/g)in this study which was carried out
using Folin-Ciocalteu method (gallic acid equivalent). Antioxidant % inhibition amounts
of air dry grape samples in 50 pg/ml-%40.98, in 100 pg/ml-% 47.52, in 250 pg/ml-
%49.41, in 500 pg/ml-% 50.58 and in 1000 pg/ml-% 51.74 were determined. Oven dry
grape samples antioxidant % inhibition amounts in 50 pg/ml-% 45.05, in 100 pg/ml-%
53.48, in 250 pg/ml-%55.23, in 500 pg/ml-%56.10 and in 1000 pg/ml-% 56.83 were
determined. Antioxidant % inhibition amounts were found as 40.98% in 50 pg/ml in air
dried samples; 47.52% in 100 pg/ml, and 49.41% in 250 pg/ml, 50.58% in 500 pg/ml and
% 51.74% in 1000 pg/ml. And the same amounts for oven dried samples were % 45.05 in
50 pg/ml, 53.48% in 100 pg/ml, 55.23% in 250 pg/ml, 56.10% in 500 pg/ml and
56.83% in 1000 pg/ml; while it was 51.30% in 50 pg/ml, % 57.84 in 100 pg/ml, %60.17
in 250 pg/ml, %61.48 in 500 ng/ml and % 62.93 in 1000 pg/ml in fresh fruit samples. As
a result, phenolic compounds and antioxidant properties of Isabel grape (Vitis labrusca L.)
were determined in the current study and the aim of doing that to increase the use of the
fruit in health (medicine, pharmacy, etc.). V. labrusca is a fruit which has a potential to
contribute to Turkey's economy and is a plant that needs to be grown as a commercial

product.

Key Words

Antioxidant; phenolic; Isabella grape (Vitis labrusca L.); resveratrol.

Science Code
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BOLUM 1

GENEL BiLGILER

1.1 Giris

Genetik yapimizda bir¢ok hastalik programlanmis olarak bulunur. Yanlis beslenme sekli,
alkol ve sigara tiiketimi, sagliksiz ¢alisma kosullari, stres, solunan havanimn kirli olmasi,
hormonlu besin tiiketimi ve uygunsuz cevre kosullar1 bu hastaliklar1 tetiklemektedir.
Tiikettigimiz besinler ve igeceklerden almis oldugumuz kimyasal maddeler, bakteriler ve
viriisler de bunlar1 etkilemektedir. Bu hastaliklara bagli olarak gergeklesen Ol¢iimler
onemli bir ayrintidir. Kalp—damar hastaliklar1 2008 yilinda ilk sirada yer almaktadir. Daha
1900’14 yillarda dordiincii sirada yer almakta olan kanser giiniimiizde ikinci sirada yer
almig durumda bulunmaktadir ve 2010° lu yillarda ilk siray1 alacagina kesin goziiyle
bakilmaktadir. Ugiincii sirada enfeksiyonlardan kaynaklanan dliimler ve dérdiincii sirada
ise ilaglarin yan etkilerine bagli gergeklesen Oliimler yer almaktadir. AIDS hastaligina
yakalanan kigilerin 6liimlerinin ¢ogu, hastaligin kendisinden degil HIV viriisiine karsi

baslatilan tedaviden kaynaklanmaktadir (Saragoglu, 2008).

Sifali bitkilerle tedavi uygulamasi, 5000 yillik bir gegmise sahiptir. Insanoglu ilk nce
yakin ¢evresinde bulunan yabani bitkileri tanimis, deneme yanilma yontemi ile yemesi ve
yememesi gereken bitkileri belirlemis, hastaliklarini iyilestirmede yakin g¢evresinde
bulunan bitkilerden yararlanmistir. Bitkiler insanlar tarafindan pestisitler, renk verici
maddeler, koku verici maddeler, tibbi bilesikler, lifler, igecek ve yiyecek maddeleri olarak
pek ¢ok sekilde ve amagcla kullanilabilirler. Bu bitkilerin insan saglig1 i¢in yararli ve zararl
olabilmesi; icerdikleri metabolitlerin ¢esidine ve miktarina bagli degisiklik gostermektedir.
Bitkiden elde edilmis bir maddenin kullanilan bir dozunun tedavi edici 6zelligi olabildigi
gibi, bu dozun asilmas1 veya yanlis kullanilmas1 durumunda da bir toksisite ya da oliime
kadar giden bir durumla karsilagma olasiligi bulunmaktadir (Baytop, 1984; Abe vd., 2007).
Sifali bitkilerin, gelisim evreleri boyunca biinyelerinde olusturduklar1 ve depoladiklar
cesitli etken maddeler bulunmaktadir. Tibbi bitkilerde bulunan bu etken maddeler; bitkinin

tiiriine, yil i¢indeki durumuna, cografi bolgesine, iklim sartlarina, toplama ve kurutma



kosullarina ve kuruduktan sonra muhafaza edilis sekline gore degisiklik gostermektedir
(Baytop, 1984).

19. ve 20. yiizyillarda bilimin ilerlemesi ve eczacilik tekniklerine bagli olarak, bitkilerin
tedavi edici ozelligi olan etken maddeler saflagtirllmis ve bu etken maddelerin ¢ogu
sentetik yollarla elde edilmistir. Son yillarda sentetik ilaglarda meydana gelebilen ciddi yan
etkilerin olmas1 ve bitkilerle tedavinin yan etkilere yol agmadig diisiincesi gibi pek ¢ok
faktore bagli olarak son zamanlarda tekrar popiiler hale gelmeye baslamistir. En son
farmasotik teknoloji olanaklari ve iyi liretim kosullar1 sayesinde bitkisel ilaglara karsi olan
ragbet artmistir (Rates, 2001).

Giinlimiizde saglik yararlari agisindan bitkilerin incelenmesi iizerine yapilan bir ¢ok
calisma bulunmaktadir. Ozellikle besinlerde bulunan biyoaktif bilesikler olarak bilinen
polifenoller ile ilgili ¢alismalar dikkat gekicidir (Villano vd., 2005). Olduke¢a yiiksek
miktarlarda Polifenolik bilesikleri igeren iiziimiin, Diinyanin 6nde gelen iilkelerinde insan
sagligr iizerindeki olumlu etkileri ile ilgili yapilan arastirmalar giderek Onem
kazanmaktadir (Wulf ve Nagel., 1978; Fauconneau vd., 1997; Jayaprakasha vd., 2001;
Murthy vd., 2002; Jayaparakasha vd., 2003; Baydar vd., 2004; Baydar vd., 2006; Abe vd.,
2007).

1.2 izabella Uziimii (Vitis labrusca L.) Hakkinda Genel Bilgiler

“Kokulu iiziim, kokulu kara tizlim, ¢ilek iiztimii, izabella, Amerikan iiziimii, siyah {iziim”
gibi isimlerle bilinen Vitis labrusca L., Karadeniz bolgesi sahil kesiminde yetismekte olup,
0zel aromaya sahip, ¢ekirdekli, kalin kabuklu, kabugu et kismindan kolay ayrilan, sarilict
govdeye sahip, yaprak doken, 15 metre ye kadar yiikselebilen, olduk¢a hizli bliylime ve

gelisme gosteren bir bitkidir.

V. labrusca meyve ve yapraklari iizerinde yapilan fitokimyasal ¢alismalarda bu bitkinin
fenolik bilesikler, organik asitler, vitaminler ve mineraller, enzimler, monosakkaritler ve
tiirevleri, azotlu bilesikler, terpenik bilesikler ve lipidler agisindan olduk¢a zengin oldugu
belirlenmistir (Abe vd., 2007; Jayaprakasha vd., 2001; Aburjai ve Natsheh 2003; Vaudano
vd. 2004; Luan vd., 2005; Kang vd., 1999).



Vitis labrusca L. iizerinde yapilan ¢alismalarda bitkinin basta astim olmak tizere gesitli
solumum yolu enfeksiyonlarinda akcigerdeki nem oranini artirarak solunuma yardimei
oldugu; kalp krizi riskini onemli Olgiide azalttifi, yagli bilesiklerin kilcal damarlarda
birikmesini onleyerek antikoagulan etki gosterdigi, LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein)
kolesteroliin  yiikseltgenmesini  engelledigi, sindirim  sistemi  rahatsizliklarinda
kullanilabilecegi, meme kanseri riskini 6nemli oOlgiide azalttigi, serbest radikallerle
savasarak Alzheimer hastalarinda amiloidal beta polipeptitlerin seviyesini diisiirdiigi,
icerdigi bioflavonoidlere bagli olarak cildin taze ve temiz bir goriintiiye kavusmasini
sagladigi belirlenmistir (Wulf ve Nagel., 1978; Fauconneau vd., 1997; Jayaprakasha vd.,
2001; Murthy vd., 2002; Jayaparakasha vd., 2003; Baydar vd., 2006; Abe vd., 2007).
Uziim kabugunda bulunan resveratrol olarak adlandirilan maddenin son yillarda 16semi
hastalarinda etkili olduguna iliskin arastirmalar yayinlanmistir. Tiim bu etkilere ilave
olarak V. labrusca kabuklarinda bulunan resveratroliin antikarsinojenik etkinligi iizerinde
pek ¢ok calisma yapilmis ve oldukca etkili oldugu, hatta kanser vakalarinda kullanilan
ilaca (Glivec®) direnci olan hastalarda bile resveratroliin etkili oldugu gozlenmistir

(Guder, 2012).

1.3 Caliymanin Amaci

Bu ¢alismanin temel amaci, Tiirkiye’ de Karadeniz Bolgesinin Bartin ilinde yetisen ve halk
arasinda “Kokulu tiziim” olarak bilinen Vitis labrusca L. meyvesinin fenolik bilesenleri ve
antioksidan etkisinin arastirilmasidir. Vitis labrusca L. ¢ekirdek, kabuk ve meyve ile ilgili
antioksidan 6zellik ve resveratroliin izolasyon g¢alismalar1 bulunmamaktadir (Fauconneau
vd., 1997; Jayaprakasha vd., 2001; Murthy vd., 2002; Baydar vd., 2004; Baydar vd., 2006;
Jayaprakasha vd; 2006; Giider, 2012). Bu sebeple Vitis labrusca L. meyvesinin fenolik
bilesenleri ve antioksidan etkileri arastirilmistir. Son yillarda iiziim kabugunda bulunan
resveratrol adi verilen maddenin 16semi hastalarinda etkili olduguna iliskin aragtirmalar
yaynlanmugtir. Kanserli hastalarda kullanilan ilaca (Glivec®) direnci olan hastalarda bile
resveratroliin etkili oldugu gozlenmistir. Renkli {iziimlerin kabuklarinda bulunan ve
fitoaleksin grubu bilesiklerden olan Resveratrol maddesi igerigi Diinya’ da en fazla oranda
Kokulu tiztim (Vitis labrusca L.) kabugunda bulunmaktadir. Giiniimiiz diinyasinda dogal
gida kaynaklarinin giderek bozulmasi, kirlilik ve diger etmenler kanser dokularinin
olusumu, gelismesi ve artmasina yol a¢maktadir. Resveratrol hiicrelerde degisim

sonucunda tiim olusumuna izin verebilecek hiicre i¢i molekiiller iizerine serbest



radikallerin saldirisin1 bloke eder ve sonugta kanser olusumunu engeller. Bu ¢alisma ile
Izabella iiziim (Vitis labrusca L.)’ iiniin fenolik bilesenleri ve antioksidan etkileri
belirlenerek tip, eczacilik ve diger alanlarda kullaniminin artirilmasi amaclanmaktadir.

Belirlenen bilesimler ayn1 zamanda litaretiire kazandirilacaktir.

1.4 izabella Uziimii (Vitis labrusca L.) Hakkinda Literatiir Ozeti

Karadeniz Bolgesi sahil kesiminde, 6zel aromaya sahip, ¢ilek tadina benzeyen, kabugu
kalin ve et kismindan kolaylikla ayrilan, ¢ekirdekli, Vitis labrusca L. tiiriine giren iiziim tip
ve varyeteleri yetistirilmektedir. Kokulu kara iiziim, ¢ilek iiziimii, izabella, siyah {iziim
veya Amerikan iiziimii olarak bilinen bu iiziim tipleri; mantar hastaliklarina kars1 dayanikli
olduklari igin serin ve nemli iklime sahip yerlerde dogal olarak yetisebilmektedir (Abe ve
ark., 2007). Sekil 1’ de V. labrusca bitkisinin kisimlar1 gosterilmistir.

Meyve

Gekirdek (Tohum) Gigek (hoyuna kesit)

Yaprak silin, sdrgin

Sekil 1: Vitis labrusca L. bitkisinin kisimlar1 (Glider, 2012).

1.4.1 izabella Uziimii (Vitis labrusca L.)' niin Etken Bilesikleri

V. labrusca bitkisinin degisik kisimlarinda farkli kimyasal bilesikler mevcuttur. Bunlar
fenolik bilesikler, organik asitler, vitaminler, mineraller, enzimler, azotlu bilesikler,
terpenik bilesikler, lipidler, monosakkaritler ve tlirevleri seklinde siniflandirilabilmektedir.

Bunlardan fenolik bilesikler cok 6nemli bir yer tutmaktadir (Glider, 2012).
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1.4.1.1 Pigment ve Tanenler

Pigment ve tanenler, V. labrusca’ nin baslica fenolik gruplarint meydana getirirler. Bunlar
renk ve tat belirlenmesinde onemli role sahiptirler ve bu fenolik gruplar meyve kabugu
hiicrelerinde bulunurlar. Ham meyvenin yesil rengi ise klorofilden kaynaklidir.
Olgunlagsma tamamlaninca klorofil tamamen kaybolur. Meyvenin kirmizi ve siyah renkli
olmasi, antosiyanidin grubu bilesiklerden (delfinidin, petunidin, malvidin, siyanidin ve

peonidin) kaynaklanmaktadir. (Abe vd., 2007).

1.4.1.2 Vitaminler

V. labrusca meyvesinde B grubu vitaminleri bulunmaktadir. Bitkinin meyve ve
yapraklarinda bulunan B vitamini bilesiklerinin miktar1, bitkinin gelisim evrelerine ve
yetistigi bolgedeki cevresel faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir. Taze liziimde
C vitamini diigiik miktarda bulunmaktadir. Yapraklar: karotenoitler bakimindan zengindir.
Karotenoit miktar1 0Ozellikle bitkinin ¢icek actigi donemde en yiiksek seviyeye

ulagmaktadir (Abe vd., 2007; Glider, 2012).

1.4.1.3 Azotlu Bilesikler

V. labrusca meyvelerinde, bitkinin yetistirildigi topragin yapisi ve kiiltliriine bagli olarak
degisen miktarlarda azot ve aminoasitler bulunmaktadir. Uziimiin suyunda bulunan azotlu
bilesiklerin %6090’ 1 aminoasitlerden olusmaktadir (Abe vd., 2007).

1.4.1.4 Karbonhidratlar

V. labrusca taze meyve agirliginin %9.7—18.9’unu monosakkaritler olustururlar. Glukoz ve

friiktoz, monosakkaritler i¢inde baslica bilesiklerdir (Abe vd., 2007).
1.4.1.5 Terpenler
Izabella iiziimii (Vitis labrusca L.) meyvesinde tat ve kokuyu monoterpenik bilesikler

saglamaktadir. Meyvede bulunan monoterpenik bilesiklerin miktar1 varyetelere gore

degisiklik gostermektedir (Vaudano vd., 2004; Luan ve vd., 2005; Abe vd., 2007).



1.4.1.6 Yag Asitleri

V. labrusca ¢ekirdeginde yetisme siirecine ve bitki ozelliklerine bagli olarak %11-27
arasinda sabit yag bulunmaktadir. V. labrusca’ nin meyvesinin kabugunu mumlu bir tabaka
ile sarmaktadir. Bu mum tabakanin temel icerigini %5070 oraninda oleanolik asit

olusturmaktadir (Kang vd., 1999; Giider, 2012).

1.4.1.7 Antosiyanidinler

Antosiyanidinler kirmizi veya mavi renkli olabilen boya maddeleridir. Ornegin delfinidin
mor renkli antosiyanidindir. Kirmizi varyetelerin yapraklari, antosiyanidin nedeniyle
renklidir. Ayrica tanen yoniinden zengindir. V. labrusca meyve kabugu ve ¢ekirdeginde
bulunan prosiyanidin gruplarindan bagka Onemli miktarda da resveratrol varligina

gostermistir. (Jayaprakasha vd., 2001; Aburjai ve Natsheh, 2003).

1.5 Fenolik Bilesikler

Fenolik veya polifenol terimi kimyasal olarak kisaca, sahip oldugu aromatik halkada ¢esitli
fonksiyonel gruplara (esterler, metil esterler, glikozitler vb.) ilaveten hidroksil grubu
tastyan madde olarak tanimlanir (Dey ve Harborne, 1989). Bitkiler aleminde genis bir
yayilim alanina sahip olan fenolik bilesikler, sekonder metabolitler olarak da
bilinmektedirler (Burns vd., 2001).

En basit fenolik bilesik bir adet hidroksil grubu igeren benzendir ve fenol olarak
isimlendirilmektedir. Birden fazla hidroksil grubu iceren fenolik maddeler ise polifenoller
olarak bilinmektedirler. Fenolik bilesikler, antioksidan ve antiradikal 6zellikleri oldukg¢a
yiiksek olan bilesiklerdir (Lu ve Foo., 2001; Murty vd., 2002). Bu sebeple fenolik
bilesiklerce zengin dogal iirlinlerin degerlendirilmesi i¢in yapilan arastirmalar kapsaminda,
asmanin da oOzellikle fenolik asitler, tanenler, antosiyaninler ve flavonoidlerce zengin
olduklar1 tespit edilmistir (Abe ve vd., 2007). Asmada bulunan fenolik bilesiklerin,
antioksidan ve antiradikal etkilerinin yiiksek olmasinin yaninda insanlar iizerinde etkili
bakterilere karsi antibakteriyal etkilerinin de oldugu tespit edilmistir (Jayaprakasha vd.,
2003; Baydar vd., 2004; Baydar vd., 2006, Baydar vd., 2007).



1.5.1 Fenolik Bilesiklerin Smiflandiriimasi, Onemi ve Dogada Bulunusu

Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerle ilgili ilk modern siniflandirmada, basit fenoller,
fenolik asitler, fenil asetik asitler, sinnamik asitler, kumarinler, izokumarinler, lignanlar, 10
grup flavonoid, ligninler, tanenler, benzofenonlar, ksantonlar, stilbenler, kinonlar ve

betasiyaninler bulunmaktadir (Harborne, 1964; Fraga, 2010).

Bitkilerdeki fenolik bilesiklere olan ilgi, giinden giine artmaktadir. Bunlarin dogada
bulunuslari, dagilimlari, biyosentezi, bitkilerdeki metabolizma ve fonksiyonlarina ait
akademik ¢aligmalarin ilerisinde; fenolik bilesikler uygulamali bilimlerde gittikge artan bir
oneme sahip olmaktadirlar. Ozellikle flavonoidler antikarsinojenik, antialerjik ve
antiinflamatuar etkileri nedeniyle bilim insanlarinin ilgisini ¢gekmektedir (Harborne, 1964;
Gider, 2012).

Fenol bir dogal iiriindiir. Cogu fenolik bilesik iki veya daha fazla sayida hidroksil grubu
tasimaktadir. Bitki fenoliklerine ait kimyasal tanimlama ise tam anlamiyla tatmin edici
degildir. Ciinkii bu tanim ayrica bir fenolik karotenoit yapisi olan disi seks hormonu
Ostronu da barindirmaktadir. Bu bilesik terpenoid kaynaklidir ve biyogenetik olusumu
fenolik bilesiklerden oldukca farklilik gostermektedir. Bu nedenle biyogenetik tanimlama
tercih edilmelidir. Bitkilerdeki fenolik bilesikler biyogenetik olarak iki ana yoldan olusur.
(Dey ve Harborne, 1989).

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

2. Pek ¢ok kinonlar1 ve basit fenolleri iiretebilen poliketit yolu.

Fenolik bilesiklerin en genis sinifi olan flavonoidler, biyosentetik olarak bu iki yolun
kombinasyonundan tiirerler. Dogal olarak meydana gelen fenolik bilesiklere, sekerlerin
(glukoz, galaktoz, arabinoz, ramnoz, ksiloz, mannoz, apioz, alloz ve galakturonik asit vb.)
baglanmasiyla daha karmasik bilesikler meydana gelmektedir (Dey ve Harborne, 1989;
Giider, 2012).

Hidroksi sinnamik asitler dogadaki bir¢ok polifenolden daha yaygin olarak

bulunmaktadirlar. Ornegin kafeik asit; sekerlerle (ramnoz vb.), organik asitlerle (malik asit
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vb.), aminlerle, lipidlerle ve diger fenollerle birlesmis halde bulunmaktadir. En yaygin
bulunan flavonoidlerden olan flavonol kersetinin 135 farkli baglanma yaptig
bilinmektedir. Fenolik bilesiklere bakteriler, mantarlar ve alglerde sik bir sekilde
rastlanilmamaktadir. Klorlanmis gosipetin tiirevi olan kloroflavonin Aspergillus candidus
mantart tarafindan iretilmesine karsin; aslinda flavonoidler mantarlarda nerdeyse hig
bulunmamaktadir. Son zamanlarda, bitki ylizeyindeki, yaprak vakslarindaki ve tomurcuk
Ozsularindaki fenolik bilesikler {izerine arastirmalar yapilmis ve gergekte buralarda
bulunan bilesik tipinin genel olarak bitkide bulunandan farkli oldugu tespit edilmistir.
Ormnegin yiizey bilesikleri flavonoidlerinin, ¢oklu metillenmis ve seker substitiisyonundan

yoksun oldugu belirlenmistir (Harborne ve Williams, 2000; Giider, 2012).

1.5.2 Referans Olarak Kullamlan Fenolikler

1.5.2.1 p-Hidroksibenzoik Asit

Paraben olarak isimlendirilen gida maddelerinde, ilaglarda ve kozmetik iiriinlerde mikrop
{iremesini engellemek amaciyla koruyucu olarak kullanilmaktadirlar. Insanlar igin diisiik
toksisite potansiyeline sahip olmasi ve etkili bir antibakteriyel ve antifungal aktivite
gostermesi, trlinlerde koruyucu olarak kullanilan maddeler arasinda en c¢ok tercih

edilmelerine neden olmustur. Kiif ve mayalara kars1 ¢ok etkilidir (URL-1, 2015). Sekil

2’de p-Hidroksibenzoik asidin molekiil yapisi verilmistir.

OH

HO

Sekil 2: p-Hidroksibenzoik asit.



1.5.2.2 Benzoik Asit

Benzoik asit, dogal olarak bazi siit iiriinlerinde, kizilcik, yaban mersini, mantar, karanfil ve
tar¢inda bulunur. Yapay olarak ise genellikle toluen ve oksijenin reaksiyonu ile elde edilir.
Yogun olarak gidalarda koruyucu katki maddesi olarak kullanilsa da notr ve bazik 6zellikli
gidalarda etkili degildir. Diger yandan genellikle gidalarda % 0,05 oraninda kullanilan
benzoik asit, tatsiz ve zehirsizdir, viicuttan idrar yoluyla atilir. Cok c¢esitli kullanim alanlari
olan benzoik asidin en yaygin kullanildig1 sektor olan gida sektorii basta olmak {izere;
kimyevi, tibbi malzemelerin iiretiminde, kozmetik sektdriinde, otomotiv alaninda ve tekstil
alaninda kullanim1 da rastlanmaktadir. Daha nadir olarak ise tursu, ketcap, konserve ve
salamura triinlerin igine katilir (URL-2, 2016). Sekil 3’de benzoik asidin molekiil yapisi

verilmistir.

O OH

Sekil 3: Benzoik asit.

1.5.2.3 Gallik Asit

Analjesik (agr1 kesici), antiallerjenik (alerjiye karsi), astima karsi, antibacterial ( bakteri
yok edici), bronsite karsi, antikanser (kansere kars1), antihepatotoxic (karacigeri toksinden
arindirici), antioksidant (serbest radikalleri yok edici), immunostimulant (bagisiklik
sistemini gii¢lendirici), antiviral (mikroplara kars1), antiseptik (dogrudan viicudun mikrop
bulagsmis bolgelerine siiriilerek distan uygulanir ve viicut dokularina fazla zarar vermeden o
bolgedeki hastalik yapict mikroplart 6ldiiriir), antinitrosaminic (nitrozamin yok edici),
brons genisletici antipolio (¢cocuk felgine karsi) insan sagligi lizerinde biiyiik 6neme sahip
cok yonlii bir maddedir. Sedef ve basur tedavisinden kullanilan bazi kremler igerigini

olusturur (URL-3, 2016).



Gallik asit i¢ kanamay1 durdurarak damarlarin biizismesine yardimei olur. Hiicrelerdeki
sinirsel Oliimlerin engellenmesinde etkilidir. Losemi, bazi prostat, akciger kanser
hiicrelerine kars1 anti kansorojen 6zellige sahiptir. Gallik asit iltihapli alerjik hastaliklar,
astim ve siniizit i¢in tedavi edici etkiye sahiptir. Enflamasyon ve histamin’i serbest
kalmasini engelleme 6zelligine sahiptir. Ayrica akciger, rahim ve nefrotik kanamalarin

tedavisinde yararlidir (URL-4, 2016). Sekil 4’de gallik asidin molekiil yapist verilmistir.

O OH

Sekil 4: Gallik asit.

1.5.2.4 Katesin

Katesin antikanser aktivite gostermektedir kolestrolii diisiiriir. Tansiyonu ve kan sekerini
ayarlar. Dr. Silvia Mandel’in yiiriittiigli arastirma sonucglarina gore katesin beyindeki
hiicrelerin 6liimiinii engellemekte ve hasar gormiis ndronlar1 da kurtarmaktadir. Fareler
tizerinde yapilan deneylerde beyinde hiicre oliimlerinin engellendigi ve beyinde doku
bozukluguna neden olan bilesimlerin azaldig: tespit edilmistir. Fareler tizerinde yapilan bir
baska deneylerde, iirokinazi tutan katesinin tiimorleri kiigiilttiigiinii hatta biitiiniiyle yok

edebildigini gostermistir (URL-5, 2016).

Hong Kong Chinese Universitesi ve Hong Kong Goz Hastanesi tarafindan yapilan ve
Journal of Agricultural and Food Chemistry dergisinde yayinlanan bir calismada yesil
cayda ki katesin maddesinin mideden gézdeki dokulara gecebildigini belirtmislerdir. Ohio
Tip Yiiksekokulundan Dr. Jerzy Jankun’in Nature dergisinde yayinlanan arastirmasinda,
tiimdr Onleyici etkisi olan katesin’nin, bu maddenin toksin etkisi olmadigini belirtilmistir

(URL-5, 2016).
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Katesin 10semi hiicrelerini dldiirebilmektedir. Pittsburg Tip Fakiiltesi tarafindan yapilan bir
calismada katesinin kanser hiicrelerini apopitoza (hiicre intiharina) zorladig1 ve katesinin
mesane kanserinden korudugu gozlenmistir. Bu etkilerin yan1 sira son zamanlarda yapilan
calismalarda, ¢ok giiclii bir dogal antioksidan oldugu da tespit edilmistir (Kogyigit vd.,
2000). Sekil 5’de katesinin molekiil yapisi verilmistir.

HO O _J\\ A

OH

Sekil 5: Katesin.

1.5.2.5 trans-Ferulik Asit

Hidroksisinnamik asit ailesine mensuptur ve kimyasal yapisit kurkumine benzer. Kahve,
elma, yer fistigi, portakal, ananas, enginar gibi bir ¢ok bitkinin yaprak ve tohumlarinda
bulunur. Fakat en ¢ok tahillarda 6zellikle kahverengi piring, bugday ve yulafta bulunur.
Ferulik asit bir hiicre duvarina ve DNA ya zarar veren siiper 0ksit, nitrik oksit ve hidroksil
radikal gibi serbest radikalleri etkisiz hale getiren bir antioksidandir. Ultraviyole 1sinlarinin
hiicreye zarar vermesini engeller. Ultraviyole 1smlar ferulik asitin antioksidan etkisini
artirir. Ferulik asit yaslanmay1 engelleyen iirlinlerin igeriginde yer alir. Arastirmalar ferulik
asitin kanda seker seviyesini diisiirdiigiinii gostermistir. Ferulik asit kanser, kemik erimesi
ve menopozal semptomlardan korur. Diger antioksidanlar gibi kotii kolestrolii ve trigliserit
seviyesini dolayistyla kalp krizi riskini distriir. Ferulik asit mide, kolon, gogiis, prostat,
karaciger, akciger ve dil kanseri gibi birgok kanser tiirii riskinden korur (URL-6, 2016).

Sekil 6’da trans-Ferulik asitin molekiil yapis1 verilmistir.
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HO
OCH3

Sekil 6: trans-Ferulik asit.

1.5.2.6 Rosmarinik Asit

Rosmarinik asit bir cok bitkide bulunan bir polifenoldiir. Ozellikle kekikotu, biberiye,
ogulotu, adagay1r ve merzengliste bitkilerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu
bitkilerdeki aroma bilesenlerinden bir tanesidir. Rosmarinik asit ¢ok gii¢lii antioksidan
aktiviteye sahiptir. Rosmarinik asitin antioksidan aktivitesi E vitamininkinden daha
giicliidiir. Rosmarinik asit kanser ve damar tikanikligi riskini azaltirken serbest
radikallerden kaynaklanan hiicre hasarlarin1 Onler. Rosmarinik asit ayrica gida
korunmasinda da kullanilir. Japonya'da Rosmarinik asit¢ce zengin olan perilla ekstrakt: taze
deniz iriinlerinin raf Omirlerini uzatmak i¢in kullanilir (URL-7, 2016). Sekil 7’de

rosmarinik asitin molekiil yapis1 verilmistir.

OH

HO
OH

Sekil 7: Rosmarinik asit.

1.5.2.7 Vitamin C

C vitamininin baslica rolii doku baglarini tutan ana protein maddesi olan kollageni tiretmek

ve bagisiklik sistemi, sinir sistemi, hormonlar ve besinlerin emilimi fonksiyonlarina (E
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vitamini ve demir gibi) destek olmaktir. G6z mercegi ve akciger gibi yapilarda antioksidan
olarak ¢aligir. C vitamini ayrica antioksidan yapida olan E vitaminine doniisebilir. Yiiksek
dozda alinmasi halinde ne gibi yararlar getirecegi yolunda ¢alismalar stirmekle birlikte,
beta karoten gibi, antioksidan etki nedeniyle, kanser, kalp-damar hastaliklar1 ve katarakta
yakalanma ihtimalini azaltti1 belirlenmistir. Ayrica, soguk alginlig1 gibi hastaliklara karsi
da direnci arttirmaktadir. Turunggillerde bol miktarda bulunur. Ayrica muzda, taze
sebzelerde, maydanozda, kabakta, soganda, domateste, lahana, 1spanak, kivircik salata gibi
yesil yaprakli sebzelerde ve biberde bulunur. Kadinlarda ve erkeklerde her giin alinmasi
gereken en az miktari, 60 miligramdir. Sigara i¢enlerin en az 100 mg C vitamini almalar
gerekir. Her giin taze sebze ve meyve, 6zellikle narenciye, lahana, 1spanak, kivircik salata
gibi yesil yaprakli sebzeler, yesilbiber yiyen kisiler, tavsiye edilen en diisiik giinliik dozun
tizerinde C vitamini aldiklarindan emin olabilirler (URL-8, 2016). Sekil 8’de vitamin C’nin

molekiil yapisi verilmistir.

Sekil 8: Vitamin C.

1.5.2.8 Protokatesik Asit

PProtokatesik asit, Illicium reli-sin’in amonyum karbonatla 140°C’ta 1sitilmasina dayanur.
Flosumun meyvelerinde bulunur. Bir¢ok maddenin ve 6zellikle recinelerin bayagi, giinliik,
rotang, kasni, mirriaafi, ¢avsirotu, kino gibi bitkilerin alkali ergitilmesiyle meydana gelir.
Kino, protokatesik asidin hazirlanmasinda hammadde olarak kullanilir. Sentezi,
pirokatesin’in amonyum karbonatla 140°C’ta 1sitilmasina dayanir. Protokatesik asit bir
molekiil su ile billarlasir ve susuz haldeyken, CO; ile pirokatesin vererek 199°C’ta ergir.
Indirgen olan ¢ozeltisi demir III kloriirii yesile boyar. Protokatesik aldehit, asetallerinin
(pipero-nal) veya eterlerinin (vanilin) hidroliziyle elde edilir. Kloroform ve pirokatesin’in

sodyum hidroksit esliginde yogunlastirilmasiyla hazirlanir (URL-9, 2016).
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1.5.3 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi biri sabit digeri hareketli olmak iizere iki farkli faz arasinda karisimdaki
maddelerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerine bagl olarak ayrilmas: teknigidir. En basit
kromatografi kagit ve ince tabaka kromatografisi olup glinlimiizde gelistirilmis ve hizl
olarak da kabul edilen kromatografi yiiksek performansli sivi kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) sivi fazda c¢oziinebilen bir kimyasal
maddenin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine ayrilabildigi oldukc¢a duyarli bir
yontemdir. Uygun ¢oziicli kullanilarak ¢oziilen 6rnek karigimi (analitler), yiiksek basing
altinda kromatografik kolondan gegirilir ve burada bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin
birbirinden ayrilmasi ve bunun derecesi (resolution parameter), analitler ile sabit faz
arasindaki etkilesime baglidir ve dnemlidir. Sabit faz, kolon icerisindeki hareketsiz dolgu
materyali olarak tanimlanir. Analitler ile sabit ve hareketli fazlar arasinda istenilen
etkilesim hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiclilerin ve sabit fazin degistirilmesi ile elde

edilebilir (Tomruk, 2005; Sarikaya, 2008).

1.5.3.1 HPLC Cihaz1

HPLC cihaz1 Sekil 2’de de goriildiigii gibi pompa, enjektor, kolon, detektor ve bilgisayar
birimlerinden olusmaktadir. Kromatografik analiz siireci, ¢6ziiciide ¢6ziinmiis Ornegin
sisteme enjekte edilmesi ile basglar. Bu sistemin kalbi, ayirmanin gergeklestigi kolondur.
Hareketli faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek, kolon i¢inde bilesenlerine ayrilmaya
basglar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller detektor tarafindan kaydedilir. Detektor
tarafindan kaydedilen ve bilgisayara aktarilan sinyallerin tamami kromatogram olarak

adlandirilir. Sekil 9°da HPLC cihazinin goriintiisii verilmistir.
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Sekil 9: HPLC cihazi.

1.5.3.2 Hareketli Faz

Cozilinen olarak adlandirilan maddeleri kolonda siirtikleyen ¢oziicli veya ¢oziicii sistemidir.
HPLC uygulamalarinda hareketli faz (eluent) tiirii ve bilesimi kromatografik performansi
etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde bircok hareketli faz kullanilmasina

ragmen, bunlarin bazi ortak 6zellikleri sunlardir:

¢ Yiiksek derecede saflik
e Detektor ile uyumluluk
¢ Diisiik viskozite

e Ornegi ¢ozebilme

e Kimyasal acidan inert olmasi

Her bir HPLC tiirtinde kullanilan hareketli fazlar birbirinden farklidir. Normal-faz sivi
kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karigimi gibi
polar ¢oziiciiler hareketli faz olarak kullanilir. Biiyiikliikge ayirma kromatografisinde

(Size-exclusion Chromatography, SEC) ise kullanilan ¢0ziicii polimer O6rnegini
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¢cozebilmeli, ama dolgu materyali ile kimyasal etkilesmeye girmemelidir. Dogru mol

kiitlesi tayininde bu durum ¢ok 6nemlidir (Tomruk, 2005; Sarikaya, 2008).
1.5.3.3 Durgun Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, yiizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir ve
adsorban ¢esidine ve Ozelliklerine baghdir. Modern HPLC adsorbentleri genis yiizey
alanina sahip, kiiciik, rijit yapidaki partikiillerdir. Temel absorban 6zellikleri sunlardir 3-10
um tanecik boyutu,

e Olabildigince es boyutlu, ortalamanin + % 10’una denk gelecek tanecik boyutu
dagilima,

e 70-300 A° gbzenek boyutu,

e 50-250 m? g yiizey alani.

Yiizeye tutturulan ligant tiiriine bagh olarak, adsorban normal faz (-OH, -NH,) veya ters
faz (Cg, Cus, fenil) hatta anyon (NH4" ya da katyon (-COQ") degistirici yapida olabilir
(Tomruk, 2005).

1.6 Antioksidanlar

Geleneksel tanimiyla antioksidan oksidasyona karsi koruyan, oksijen ya da peroksitlerle
ilerleyen reaksiyonlari engelleyen maddelerdir. Bu antioksidan maddelerin ¢ogu ¢esitli
tirtinlerde koruyucu olarak kullanilmaktadir. Daha biyolojik olarak ise antioksidan madde,
havadaki oksijen ile bozulan iiriinlere ilave edilerek bozulmay engelleyen veya bozulmay1
geciktiren sentetik veya dogal madde olarak tanimlanmaktadir. Gida endiistrisinde
antioksidanlar genis bir kullanim alanina sahiptir. Oksijen ve nitrojen gibi reaktif tiirlerin
insanlardaki normal fizyolojik fonksiyonlar tizerindeki ters etkilerini ciddi bir sekilde
azaltan diyetsel antioksidanlardan, yaglarin bozunmasini engelleyen maddeler igeren

antioksidanlara kadar genis bir kullanima sahiptirler (Huang vd., 2005).

Antioksidanlarin hikayesi serbest radikallerle baslamaktadir. Serbest radikaller ve reaktif
karakterli maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler “oksidan” veya “prooksidan”

olarak tanimlanmaktadirlar (Ozyurt, 2005). Serbest radikaller ve oksidanlar ise su sekilde
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tanimlanmaktadir; dig orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron bulunan, kisa
Omiirli, reaktif atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom veya
molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya molekiile bir
elektron ilavesiyle olugsmaktadirlar (Karafakoglu, 2004). Hiicre i¢i ortamda olusan serbest
radikaller, 6nemli hiicresel yap1 ve bilesiklere etki ederler. DNA ve proteinler, hiicrede
zarar goren Onemli hedeflerden bazilaridir. Biyolojik sistemlerde, serbest radikalin

saldiracagi diger bir hedef ise hiicre membranindaki lipitlerdir (Naczk ve Shahidi, 2004).

1.7 Resveratroliin Kimyasal Yapisi

Dogada yiiksek miktarda tiziim kabugunda bulunan Resveratrol (3,5,4'-trihidroksi trans
stilben yada IUPAC: 5-[(E)-2—(4—hidroksifenil)etenil]benzen—1,3-diol) polifenolik yapida
bir bilesik olup; bitkiyi kiif enfeksiyonuna kars1 koruyan antioksidan 6zellikli bir maddedir.
Vitis cinsinde belirlenen ve ikincil bir metabolit olan bu bilesik saglik ac¢isindan yararlari
bir ¢ok arastirmaci tarafindan kamitlanmis bir fitoaleksindir (Cleophas, 1999; Cui vd.,
2002; ikizler vd., 2003; Olson vd., 2005).

Tablo 1: Resveratroliin kimyasal 6zellikleri (Haneke, 2002).

Ozellik Aciklama
Acik kimyasal adi 3,4' 5-trihydroxy-trans-stilbene
Kapali formiili Ci14 H12 03
Molekiil agirhigi 228.25 g/mol
Kaynama noktas1 253-255 °C
Fiziksel durumu Kati, toz
Renk Hafif grimsi beyaz
Cozunurlik Metanol, aseton ve suda kolayca ¢oziiliir

1.7.1 Resveratroliin Biyosentezi

Resveratroliin sentezi fenil alaninden ¢ok basamakli bir sekilde gerceklesmektedir. Fenil
alaninden amonyumliyaz enzimiyle, deaminasyon sonucu birinci basamakta sinnamik asit
olusur. Sinnamik asit 4-hidroksilazla, 4-kumarik aside doniisiir. p-kumarik Co-A ile ester
yapisina doniisiir. p-Kumaril Co-A, ii¢ adet malonil Co-A {initesi ile sitilben sentaz

enzimiyle resveratrol olusturur. Ester yapisindan sonraki koenzim yardimi ile resveratrol
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tiirevi olan quercetine doniisebilir (Signorelli ve Ghidoni, 2005). Resveratroliin biyosentezi

sematik olarak Sekil 10°da gosterilmistir.

H-.C Fenilalanin

Ho>N—CH—COOH

Fenilalanin
amonyum livaz

HC Sinnamik asit
CH—COOH

Smn1m1t—4 hidroksilaz

OH

OH
C oA-SH Malonil CoA CHD
HO.
N
Stilben sentaz

” OH

CH COOH CH—CO—SCoA trans-resveratrol
Kumarik asit p-kumaril CoA

Sekil 10: Resveratroliin biyosentezi (Giider, 2012).
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Caligmada kullanilan meyveler, Bartin ili Merkez il¢ceye bagli Serdar Koyii’nden Eyliil-
Ekim 2015 tarihleri arasinda topland1 ve BU Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Ali Savas BULBUL tarafindan teshis edildi. Toplanan V. labrusca meyvesi 3
kistma ayrildi. ik kisim dipfrize konularak -18 °C’ de saklandi. ikinci kisim dis ortamda
(giinesten korunakli bir sekilde) 6 hafta kadar kurutulduktan sonra buzdolabinda +4 °C’ de
muhafaza edildi. Ugiincii ve son kisim 25 °C’ deki etiivde 2 hafta kadar kurutulduktan
sonra buzdolabinda +4 °C’ de muhafaza edildi. V. labrusca meyvesinin meyve (VLM)

kisimlar1 analizler i¢in kullanildi.

2.1.1 Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firma ve 6zellikleri Tablo
2’de verilmektedir. Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik safliktadir ve

degisik firmalardan temin edilmistir.

Tablo 2: Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firmalar.

Madde Adi  Satin Ahindig Firma Madde Adi Satin Alndhg
Firma
Metanol Sigma Aldriich, Resveratrol Sigma Aldriich,
Germany Germany
Etanol Sigma Aldriich, Rosmarinik asit Sigma Aldriich,
Germany Germany
Benzoik asit Sigma Aldriich, trans-Ferulik asit Sigma Aldriich,
Germany Germany
igma Aldriich igma Aldriich
Gallik asit Sigma Aldriich, Siringaldehit Sigma Aldriich,
Germany Germany
.. .. Sigma Aldriich, o Sigma Aldriich,
Protokatesik asit Vitamin E
Germany Germany
Hidroksibenzoik  >/9a Aldriich, Folin Reakifi Sigma Aldriich,
asit Germany Germany
Katesin Merck, Germany DPPH Merck, Germany
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2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve satin alindiklari firma ve ozellikleri Tablo 3° de

verilmektedir.

Tablo 3: Calismada kullanilan cihazlar ve satin alindiklar: firmalar.

Adi Satin Alindig:r Firma
HPLC Degassing Unit DGU-20A sg SHIMADZU (JAPAN)
HPLC Auto Sampler SIL-20A yt SHIMADZU (JAPAN)
HPLC Column Oven CTO-10AS vp SHIMADZU (JAPAN)
DAD SPD-M20A SHIMADZU (JAPAN)
Ultrasonik banyo SHIMADZU (JAPAN)
Evaporator LABOROTA 4000 HEIDOLPH
Etiiv EV 018 NUVE
Sonikasyon ELMASONIC S 30 H ELMA
Hassas Terazi XB 220A PRECISA
Mikro pipet (100-1000 pl.) BRAND®

2.2 Yontem

2.2.1 Fenolik Bilesen Analizi Icin Numune Hazirlama

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in Barros vd. (2010) ve Mulero, Pardo ve Zafrilla
(2010) metodu modifiye edilerek kullamlmistir. Dipfrize konularak -18 °C* de saklanan
taze V.labrusca 6rnegi homojen hale getirildikten sonra 1 giin siireyle freeze dryer ’da
kurutulmustur. 1 gr (tam kuru) érnege 50 ml etanol eklenmistir. 25 °C’de 150 rpm’de 15
saat siireyle calkalamali su banyosunda ekstrakte edilmistir. Calkalamali su banyosundan
alinan 6rnek, ultrasonik su banyosunda 15 dk sonikasyon islemine tabii tutulmustur. Balon
igerisindeki ekstrakt Whatman No.4 filtre kagid: ile filtre edilmistir ve darasi alinmis balon
icerisine aktarilip buzdolabina konulmustur. Filtre kagidinin iizerinde kalan kalint1 6rnek
50 ml metanol ile ayn1 balon igerisine yikanmustir. Balon tekrardan 25 °C’de 150 rpm’de

15 saat siireyle bekletilmistir ve sonrasinda ultrasonik su banyosunda 15 dk sonikasyona
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maruz birakilmistir. Daha sonra tekrardan Whatman No.4 filtre kagidi ile filtre edilmistir
ve buzdolabina konulan balon igerisine ilave edilmistir. Etanolik ve metanolik iki farkli
ekstrakt birlestirilmistir (stok ¢ozelti). Elde edilen stok ¢6zeltinin igeresindeki metanol ve
etanol kismi evaporatdrde 35 °C’de buharlastirilmistir. Evaporator sonrasi balona yapisan
ekstrakt konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde metanol ile ¢oziilmiistiir ve analizlerde
kullanilmak iizere buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir. Analizlerde kullanilacak

numunelerin hazirlanma asamalar1 fotograflanmis ve Sekil 11°de verilmistir (Yildiz vd.,
2015).

(@ © ® (®

Sekil 11: V. labrusca esktraksiyon asamalari; a) homojenlestirilmis taze V. labrusca,
b) Freeze-Dryer, c) ultrasonik su banyosu, d) sonikasyon, e) filtre, f)
evaporator, g) HPLC viali.

2.2.2 Fenolik Bilesenlerin HPLC Analizleri

Ekstraksiyon agamasinda elde edilen Vitis labrusca L. ekstraktlart 0.45 pm’lik membran
filtreden gegirilerek HPLC viallerine (Agilent, screw tap 5182-0716) aktarilmis ve yiiksek
performansli likid kromatografisine (HPLC) enjekte edilmistir (20 puL). Fenolik bilesiklerin
HPLC ile belirlenmesinde Velioglu (2007) metodu bazi degisiklikler yapilarak

kullanilmistir. Asetonitril (A) ve su + % 0.1 fosforik asit (B) ¢ozeltileri mobil faz olarak
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kullanilmis ve ters faz gradient elusyon metodu esas alinmistir. HPLC gradient eliisyon

programi Tablo 4’de 6zetlenmistir (Y1ldiz vd., 2015).

Tablo 4: Gradient Eliisyon Programi.

A (%) B (%) Siire (dk)

8 92 0

8 92 10
18 82 57
24 76 78
26 74 80
28 72 92
80 20 98
8 92 115

Akis hizi 1 mL/dk ve enjeksiyon miktar1 20 pL olup dedeksiyonun yapildigi dalga boylari
245, 255, 260, 270, 275, 280, 305, 321, 331,360 nm’dir. 10 fenolik bilesik standart - p-
hidroksibenzoik asit, benzoik asit, protokatesik asit, siringaldehit, gallik asit, vitamin C,
rosmarinik asit, trans-Ferulik asit, katesin, resveratrol - 6nciiliigiinde metanolik ekstraktlar
kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir. Calismada kullanilan fenolik bilesen standartlari,

dalga boylar1 ve alikonma zamanlar: Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5: Fenolik bilesik standartlarinin ¢alisildigi dalga boylari.

Fenolik Bilesen Dalga Boyu (nm) Alikonma
Standartlan g y Zaman (Rt)
4-hidroksibenzoik

) 255 21.919
asit
Benzoik asit 275 53.107
Protokatesik asit 260 12.318
Siringaldehit 305 42.538
Gallik asit 270 6.359
Vitamin C 245 3.115
Rosmarinik asit 331 75.996
trans-Ferulik asit 321 51.603
Katesin 280 25.267
Resveratrol 305 81.862
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2.2.3 Folin—Ciocalteu Ayiraci1 Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik i¢in Wolfe, Wu, and Liu (2003) prosediirii modifiye edilerek kullanilmistir.
Hazirlanan ekstre ¢ozeltisi (1 ml), 5 ml Folin—Ciocalteu reaktifi (1:10 v/v saf su ile
seyretilmig) ve 4 ml sodyum karbonat (75g/1) eklenmistir. Vortexte 15 saniye santifiirj
edilerek 40 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Olgiimler 765 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.
Gallik asit belirleyici standart (esdeger) olarak kullanilmistir ve sonuglar buna gore
belirlenmistir (Barros vd., 2010). Sekil 12°de gosterilen islemler sirasiyla uygulanmis ve
orneklerin spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800, Japan) 765 nm’de verdigi absorbans

degerleri belirlenmistir.

1 ml ekstrakt + 5 ml Folin-Ciocalteu ayiract ( 1:10 v/v) + 4 ml
sodyum karbonat (75 g/l)

L

\ortexte bekletme (15 sn)

L

Renk degisimi i¢cin bekletme (30 dk 40 °C)

s

765 nm Absorbans 6l¢iimii

Sekil 12: Toplam fenolik madde tayini i¢in uygulanan islemler.

2.2.4 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi (DPPH Serbest Radikali Giderim
Aktivitesi)

Antioksidan aktivite tayini icin en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri DPPH (Sigma)
serbest radikal siipiiriicli aktivite tayinidir. Deneyde kullanilan DPPH, serbest radikal olup,
ortaklanmamus bir elektronu nedeniyle 517 nm dalga boyunda giiglii absorbsiyon verir. Bu
yontem Blois (1958) tarafindan bulunmus olup ekstrelere Hatano (1995) tarafindan

modifiye edilmis yontem uygulanmistir (Senol, 2009).
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Hazirladigimiz V. labrusca ekstrelerinden, 50 pg/ml, 100 ug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, ve
1000 pg/ml, DPPH stok cozeltisi 6x10 mol/l konsantrasyonda olacak sekilde gerekli
miktarlar tartilmis ve etanolde (% 75) ¢Oziilmiistiir. Her Ornekten deney tiiplerine,
mikropipet yardimiyla 300 pl alinarak tizerlerine 2700 pul DPPH ¢ozeltisi eklenmistir.
Daha sonra tiipler oda sicakliginda, karanlikta 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda
orneklerin absorbansi 517 nm dalga boyunda kor olarak kullanilan etanole Karsi
spektrofotometrede okunmustur. Orneklerin DPPH serbest radikaline karst %
inhibisyonlar1 Esitlik 1 yardimiyla hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak caligilmistir
ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % siipiiriicii etkilerinin ortalamasi + standart sapma

olarak verilmistir (Senol, 2009).
% Inhibisyon = [( A — Az )/ A1 ] x 100 (1)

A; = DPPH stok ¢ozeltisinin 517 nm dalga boyundaki absorbansi
A; = Ornek ¢ozeltilerinin 517 nm dalga boyundaki absorbansi
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 Fenolik Bilesen Referanslarin Kalibrasyon Grafikleri ve Kromatogramlari

Calismada 10 adet fenolik bilesik standardi kullanilmistir. V. labrusca ekstraklarinda 10
adet fenolik bilesen kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilmistir. Ekstraksiyon
islemlerinde kullanilan metanol (alikonma siiresi 3,171 dakika) ve olas1 kirliliklere ait
pikleri standart piklerinden ayirt edebilmek i¢in metanol kromatogrami ¢ikarilmistir ve

Sekil 13’de verilmistir.

mAlU
6.5-4255nmdnm (1.00)

Metanol

6.0
55
5.0
15
1.0
359
103
25
207
153
104
057

0.04—m—m—— f_

-0.5

-1.0‘?

-
00 25 50 75 100 125 150 175 min

Sekil 13: Metanol kromatograma.
10 farkli fenolik standarti (p-Hidroksibenzoik asit, Benzoik asit, Protokatesik asit,
Siringaldehit, Gallik asit, Vitamin C, Rosmarinik asit, trans-Ferulik asit, Katesin ve

Resveratrol) HPLC cihazina verilerek kalibrasyon egrileri olusturulmustur ve

kromatogramlari elde edilmistir.

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi igin farkli konsantrasyonlarda (20, 40, 80 ve 160
ppm (mg/L)) hazirlanan fenolik bilesik standartlar1 (p-Hidroksibenzoik asit, Benzoik asit,
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Protokatesik asit, Siringaldehit, Gallik asit, Vitamin C) cihaza enjekte edilmis olup pik
alanlar1 hesaplanmistir. Fenolik bilesik standartlarinin kalibrasyon egrileri Sekil 14, 15, 16,
17, 18 ve 19’ da verilmistir.

Area(x10,000,000)

1.75-

: Y = 117855.5X + 1954.025
1_5@f R? = 0.9999972

1.25—5
1.00—2
0.75-:
0.50-:

0.25-

00 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 Conc.

Sekil 14: p-Hidroksibenzoik asit kalibrasyon egrisi.

Area(x1,000,000)

] Y =11403.17X - 1597.16
1.507 R%=0.9999903

0.75]
0.50]

0.25

Y R EEEEEEE—=——————
0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 Conc.

Sekil 15: Benzoik asit kalibrasyon egrisi.
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Area(x1,000,000)

[}

Y = 36564.08X-5499.314
R%=0.9994323

¢ { ol A S L S S L R T L B LB
.Oollllﬁnllll?lllI(lnllI]?IIlltlnlll]?IllItlnllIl?llll(lnllll?lllltlhllll?l

(=]

(=

o 250 500 750 1000 1250  150.0 Conc.

Sekil 16: Protokatesik asit kalibrasyon egrisi.

Area(x10,000,000)

1.257 Y = 82464.61X-19636.63
] R%=0.9999916

1.004
0.75+
0.50

0.254

O T e S . A S . . A A B B s . S e, B S EL I B
0.0 250 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 Conc.

Sekil 17: Siringaldehit kalibrasyon egrisi.
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Area(x1,000,000)

6.0
] Y = 39953 5X-37454.62

] R?=0.9999913
5.0

3.04
2.04

1.04

O T e o e S S . . S, . e . . At . A . B S
0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 Conc.

Sekil 18: Gallik asit kalibrasyon egrisi.

Area(x1,000,000)

]
50 Y = 55809.54X-582046.9

701 R® =0.9993988

o0-
ool
o
303
o]

1.0

o —
0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 Conc.

Sekil 19: Vitamin C kalibrasyon egrisi.
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Sekil 20’de referans olarak kullanilan fenolik standartlarmin (p-Hidroksibenzoik asit,
Benzoik asit, Protokatesik asit, Siringaldehit, Gallik asit ve Vitamin C) 20 ppm

(mg/L)’deki kromatogram gdriintiileri verilmistir.

mAU

O S
< N
E c
80+ g 2
S 3
[
70-] ;i
<
60-] 2
>
T
s}
= ko]
50-] 2 ©
[5] (2]
9 £
g 5
4] o g 7
T o
0] o
30,
20,
o
o
S
10 o
X )
_lo,
0 10 20 0 Q0 50 60 70 min

Sekil 20:  Fenolik bilesik standartlarinin (p-hidroksibenzoik asit, benzoik asit,
protokatesik asit, siringaldehit, gallik asit ve vitamin C) 20 ppm (mg/L)
kromatogramlari.

Kalibrasyon egrilerinin olusturulmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlanan fenolik
bilesik standartlar1 (Katesin 110 ppm, Rosmarinik asit 160 ppm, trans-Ferulik asit 140
ppm, ve Resveratrol 30 ppm) cihaza enjekte edilmis olup pik alanlari hesaplanmstir.

Fenolik bilesik standartlarinin kalibrasyon egrileri Sekil 21, 22, 23 ve 24’ de verilmistir.
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Area(x100,000)

7.0
. Y =6634.774X + 3692.78
] 2 _

60] R?=0.9992227

1.0

0 1 20 30 4 s e 70 8 % 100  Conc.

Sekil 21: Katesin kalibrasyon egrisi.

Area(x10,000,000)
1.1

Y = 68097.96X -70748.94
R%=0.9998476

10
09:
08
07]
06]
05
04]
03]
02]

0.1

00 250 500 750 100.0 1250 1500 Cone.

Sekil 22: Rosmarinik asit kalibrasyon egrisi.
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Area(x10,000,000)

125, Y =91375.05X -110836.7
R? = 0.9996254

1,00+
0.754
0.504

0.251

000 - ] 1 L [ ] 1 1 [ 1) [ L ] L] ]
! 1000 1250 Conc.

70

Sekil 23: trans-Ferulik asit kalibrasyon egrisi.

Area(x1,000,000)

50 Y=173241.9X - 19860.91
R? =0.9999005

0'0- L} 1 1 1) T T 1 L L} [} 1 T T 1 1 1 ) T T T L} L] | ] T
00 50 100 150 200 20 oonc.

Sekil 24: Resveratrol kalibrasyon egrisi.
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Sekil 25, 26 ve 27°de referans olarak kullanilan fenolik standartlarinin (Katesin,
Rosmarinik asit, trans-Ferulik asit) 20 ppm (mg/L)’deki kromatogram goriintiileri

verilmistir.

iy

-{280nm4nm (1.00)
27.5

25.0

Catechin hydrate

22.5—?
zo.o—f
17.5%
15.0%
12.5—?
1o.o—f
7.5%
50-

25

0.04—"

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

Sekil 25: Katesin standardi1 (280 nm).

mAU
1331nmd4nm (1.00)

g
Rosmarinig

70

20

10
o]

-104

Sekil 26: Rosmarinik asit standardi (331 nm).
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mAU
1321nm4nm (1.00)

trans-Feruli

25

20

15

Sekil 27: trans-Ferulik asit standardi (321 nm).

3.2 Vitis labrusca L. Fenolik Bilesen Kromatogramlar:

3.2.1 D1s Ortamda Kurutulan Vitis labrusca L. Kromatogramlari

Dis ortamda kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen p-hidroksibenzoik

asit alikonma zamani 21.332 dk olan kromatogram &rnegi Sekil 28’de verilmistir.

mAU
_{255nmanm (1.00)

N
(&)
-

o
8
N
8
8
g
3
3

Sekil 28: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) p-hidroksibenzoik asit (255 nm).
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Dis ortamda kurutulan V. labrusca orneginin analiz sonucu belirlenen benzoik asit

alikonma zamani 52.110 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 29°da verilmistir.

mAU
1275nm,4nm (1.00)

30.04

275
2501
225
20.0]
1751
150
125
1001

754

50 o
z g
25 S
il o

0.0

25

I I T — i —— T
0 10 20 30 40 50 60 min

Sekil 29: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) benzoik asit (275 nm).

D1s ortamda kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen protokatesik asit

alikonma zaman1 12.238 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 30°da verilmistir.

mAU
32.5 1260nm,4nm (1.00)

o N
ol
| Protocatechuic

o
B
N
8
8
3
3
3

Sekil 30: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) protokatesik asit (260 nm).
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Dis ortamda kurutulan V. labrusca orneginin analiz sonucu belirlenen siringaldehidin

alikonma zamani 45.614 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 31°de verilmistir.

mAU

:305nm,4nm (1.00)
225 —
20.0 —
175 —
15.0 —
125 —
10.0 —
7.5 —
5.0;

25
o.o{JJ

7‘ T T T T ] T T T T ] T T T T ] T T T T ] T T T T ] T T T T ] T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 min

(

Sekil 31: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) siringaldehit asit (305 nm).

Dis ortamda kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen gallik asit alikonma

zamani 6.216 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 32°de verilmistir.

mAU
1270nm,4nm (1.00)
30.0

275
2501
25
2001
17.5 ]
15,01
125
100

757

50

0.0

[0} 10 20 30 40 50 60 min

Sekil 32: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) gallik asit (270 nm).
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Dis ortamda kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen vitamin C alikonma

zamani 3.061 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 33°de verilmistir.

mAU
-{245nm,4nm (1.00)

Vitamin C

25

20

15

10

Sekil 33: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) vitamin C (245 nm).

Dis ortamda kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen Rosmarinik asit

alikonma zamani 75.585 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 34’de verilmistir.

mAU
{331nm4nm (1.00)

175

15.0%
12.5%
10.0%
7.5%
5.0%

25

w0~

f

Sekil 34: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) rosmarinik asit (331 nm).
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Dis ortamda kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen trans-Ferulik asit

alikonma zaman1 51.228 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 35’de verilmistir.

mAU
1321nm4nm (1.00)

200 f
175 f
150 f
125 f
100 7
7.5%
50-
2.5%

w0l

ﬁ

0"“10““20“”30”“40‘ ‘50"‘60“”70”‘ryﬂ'n
Sekil 35: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) trans-Ferulik asit (321 nm).

Di1s ortamda kurutulan V. labrusca oOrneginin analiz sonucu belirlenen Resveratrol

alikonma zamani 82.652 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 36’da verilmistir.

mMAU

{305nm,4nm (1.00)
225
200

17.5

o
o
Resveratrol

O““lO““ZO““30““40‘ ‘50‘“‘60““70“”80””90‘mi‘n
Sekil 36: Analiz sonucu belirlenen (dis ortam) resveratrol (305 nm).
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Dis ortamda kurutulan V. labrusca meyvesine ait tespit edilen fenolik bilesen

standartlarinin bilgileri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: Belirlenen fenolik bilesen standartlarinin bilgileri (D1s ortam).

o Alhkonma
Fenolik Bilesen Dalga Boyu Konsantrasyon
Zamani (%)
Standartlar: (nm) (mg/L)
(RY)
p-Hidroksibenzoik asit 255 21.332 1.133 0.902
Benzoik asit 275 52.110 0.571 0.386
Protokatesik asit 260 12.238 0.323 0.661
Siringaldehit 305 45.614 0.272 0.581
Gallik asit 270 6.216 1.343 1.186
Vitamin C 245 3.061 15.191 10.959
trans-Ferulik asit 321 51.228 1.222 0.922
Rosmarinik asit 331 75.585 1.065 0.879
Resveratrol 305 82.652 0.162 0.249

3.2.2 Etiivde Kurutulan Vitis labrusca L. Kromatogramlari

Etiivde kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen p-hidroksibenzoik asit

alikonma zamani 21.460 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 37°de verilmistir.

mAU
40-1255nm,4nm (1.00)

25

20
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10-]
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Sekil 37: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) p-hidroksibenzoik asit (255 nm).
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Etiivde kurutulan V. labrusca orneginin analiz sonucu belirlenen benzoik asit alikonma

zamani 53.358 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 38’de verilmistir.

mAU
45 -1275nm,4nm (1.00)

Sekil 38: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) benzoik asit (275 nm).

Etiivde kurutulan V. labrusca orneginin analiz sonucu belirlenen protokatesik asit

alikonma zamani 12.295 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 39°da verilmistir.

mAU
1260nm,4nm (1.00)

25
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Sekil 39: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) protokatesik asit (260 nm).
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Etiivde kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen siringaldehit alikonma

zamani 42.785 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 40°da verilmistir.

mAU
1305nm,4nm (1.00)
25.0

22.5;
2o.o—f
17.5—?
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Sekil 40: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) siringaldehit (305 nm).

Etiivde kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen gallik asit alikonma

zamani 6.218 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 41°de verilmistir.

mAU
1270nm,4nm (1.00)

45

o]
35;
»]
25;
.
157f

10

Sekil 41: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) gallik asit (270 nm).
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Etiivde kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen vitamin C alikonma

zamani 3.064 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 42°de verilmistir.

mAU

+245nm,4nm (1.00)
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Sekil 42: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) vitamin C (245 nm).

Etiivde kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen Katesin alikonma zamani

24.708 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 43’de verilmistir.

mAU
45-D80nmdnm (1.00)

25
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Sekil 43: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) katesin (280 nm).
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Etiivde kurutulan V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen Rosmarinik asit alikonma

zamant 75.383 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 44°de verilmistir.

mAU
1331nm4nm (1.00)

175

150
125
10.0

75

50

Rosmarinic

Sekil 44: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) rosmarinik asit (331 nm).

Etiivde kurutulan V. labrusca oOrneginin analiz sonucu belirlenen trans-Ferulik asit

alikonma zamani 52.287 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 45°de verilmistir.

mAU
22 5 1321nm4nm (1.00)
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Sekil 45: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) trans-Ferulik asit (321 nm).
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Etiivde kurutulan V. labrusca orneginin analiz sonucu belirlenen Resveratrol alikonma

zamani 82.608 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 46’da verilmistir.

mAU

1305nm,4nm (1.00)
134

12
11

10]

H
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Sekil 46: Analiz sonucu belirlenen (etiiv) resveratrol (305 nm).

Etiiv ortamda kurutulan V. labrusca meyvesine ait tespit edilen fenolik bilesen

standartlarinin bilgileri Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Belirlenen fenolik bilesen standartlarinin bilgileri (Etiiv).

Fenolik Bilesen Dalga Boyu Alikonma Konsantrasyon %)
Standartlar: (nm) Zamani (Rt) (mg/L)
p-Hidroksibenzoik asit 255 21.460 1.161 0.989
Benzoik asit 275 53.358 0.353 0.613
Protokatesik asit 260 12.295 0.231 0.444
Siringaldehit 305 42.785 0.253 0.460
Gallik asit 270 6.218 1.102 0.869
Vitamin C 245 3.064 15.160 10.901
trans-Ferulik asit 321 52.287 1.382 1.005
Rosmarinik asit 331 75.383 1.062 0.972
Katesin 280 24,708 1.532 1.109
Resveratrol 305 82.608 0.127 0.224

43



3.2.3 Taze Haldeki Vitis labrusca L. Kromatogramlar:

Taze V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen p-hidroksibenzoik asit alikonma

zamani 21.625 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 47°de verilmistir.
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Sekil 47: Analiz sonucu belirlenen (taze) belirlenen p-hidroksibenzoik asit (255 nm).

Taze V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen benzoik asit alikonma zamani 56.266

dk olan kromatogram ornegi Sekil 48’de verilmistir.
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Sekil 48: Analiz sonucu belirlenen (taze) belirlenen benzoik asit (275 nm).
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Taze V. labrusca orneginin analiz sonucu belirlenen protokatesik asit alikonma zamani

12.941 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 49°da verilmistir.

mAU
25.0 4260nm,4nm (1.00)

N
al
L\ P
- Protocatechuic

S
B
N-
8-
5
g
g-
Z

Sekil 49: Analiz sonucu belirlenen (taze) protokatesik asit (260 nm).

Taze V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen siringaldehit alikonma zamani 42.630

dk olan kromatogram o6rnegi Sekil 50°de verilmistir.
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Sekil 50: Analiz sonucu belirlenen (taze) siringaldehit (305 nm).
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Taze V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen gallik asit alikonma zamani 5.766 dk

olan kromatogram 6rnegi Sekil 51°de verilmistir.
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Sekil 51: Analiz sonucu belirlenen (taze) gallik asit (270 nm).

Taze V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen vitamin C alikonma zamani 2.968 dk

olan kromatogram 6rnegi Sekil 52°de verilmistir.
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Sekil 52: Analiz sonucu belirlenen (taze) vitamin C (245nm).
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Taze V. labrusca o6rneginin analiz sonucu belirlenen Rosmarinik asit alikonma zamani

75.546 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 53’de verilmistir.

mAU
11 -331nm4nm (1.00)

104

T
iRosmarinic

Sekil 53: Analiz sonucu belirlenen (taze) rosmarinik asit (331 nm).

Taze V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen trans-Ferulik asit alikonma zamani

52.398 dk olan kromatogram 6rnegi Sekil 54°de verilmistir.
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Sekil 54: Analiz sonucu belirlenen (taze) trans-Ferulik asit (321 nm).
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Taze V. labrusca 6rneginin analiz sonucu belirlenen Resveratrol alikonma zamani 83.056

dk olan kromatogram ornegi Sekil 55°de verilmistir.
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Sekil 55: Analiz sonucu belirlenen (taze) resveratrol (305 nm).

Taze haldeki V. labrusca meyvesine ait fenolik bilesen standartlarinin bilgileri Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8: Belirlenen fenolik bilesen standart bilgileri (Taze).

Fenolik Bilesen Dalga Boyu Alhkonma  Konsantrasyon %)
Standartlan (nm) Zaman (Rt) (mg/L)

p-Hidroksibenzoik asit 255 21.625 0.006 0.090
Benzoik asit 275 56.266 0.329 0.698
Protokatesik asit 260 12.941 0.239 0.495
Siringaldehit 305 42.630 0.250 0.528
Gallik asit 270 5.766 1.002 0.970
Vitamin C 245 2.968 11.205 7.098
trans-Ferulik asit 321 52.398 1.243 1.001
Rosmarinik asit 331 75.546 1.054 0.997
Resveratrol 305 83.056 0.636 0.876
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3.3 Toplam Fenolik Madde miktari

Gallik asit esdeger alinarak 5, 10, 30, 50, 100 ve 147 mg/L konsantrasyonlarinda
hazirlanmis olup 765 nm’de elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 56’da verilmistir. Toplam
fenolik madde igerigi, mg gallik asit esdegeri (GAE)/g olarak mg/L cinsinden ifade
edilmistir (r>=0.9985)

1,8 q

7 y=0,01014x + 0,09043
R?*=0,9985

P
[e)}

=
i
1

1,571

Absorbans (nm)
(=] o =
D o o, N
1 1 1 1

o
~
1

o
)
1

o

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 56: Gallik asit kalibrasyon egrisi.
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Toplam fenolik madde miktarini gosteren kromatogram Sekil 57°de verilmistir.

4,000 pr——— I e T T T
3,000
@
Q
<
2,000
147 mgll
100 mg/l
1,000
50 mg/l
30 mgll
10 mg/l 5 mgl
01194 Ak .
190,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 1100,00

nm.

Sekil 57: Toplam fenolik madde miktar1 kromatogrami.

3.3.1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Kromatogram (Dis Ortam)

Dis ortamda kurutulan V. labrusca meyvesi toplam fenolik madde miktar1 kromatogrami

Sekil 58’de verilmistir.
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Sekil 58: Dis ortamda kurutulan V. labrusca meyvesine ait toplam fenolik miktari
kromatograma.

Dis ortamda kurutulan V. labrusca meyvesine ait toplam fenolik madde miktart Folin-

Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmis ve elde edilen degerler Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9: Belirlenen toplam fenolik madde miktarlari (D1s ortam).

Ornek Konsantrasyon (mg/L) Absorbans (765nm)
D, 54.189 0.640
D, 56.665 0.665
Ds 51.826 0.616
Ortalama 54.226 + 1.97 0.640 +0.02

+ Standart sapma

3.3.2 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Kromatogrami (Etiiv)

Etiivde kurutulan V. labrusca meyvesine ait toplam fenolik madde miktar1 kromatogrami
Sekil 59°da verilmistir.
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Sekil 59: Etiivde kurutulan V. labrusca meyvesine ait toplam fenolik madde miktari
Kromatogrami.

Etiivde kurutulan V. labrusca meyvesine ait toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu

yontemi kullanilarak belirlenmis ve elde edilen degerler Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10: Belirlenen toplam fenolik madde miktarlari (Etiiv).

Ornek Konsantrasyon (mg/L) Absorbans (765nm)
E; 67.385 0.774
(= 69.601 0.796
Es 51.074 0.608
Ortalama 62.686 £+ 8.26 0.726 £ 0.08

+ Standart sapma

3.3.3 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Kromatogrami (Taze)

Taze haldeki V. labrusca meyvesine ait toplam fenolik madde miktart kromatogrami Sekil

60’da verilmistir.
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Sekil 60: Taze haldeki V. labrusca meyvesine ait toplam fenolik madde miktar
kromatogrami.

Taze haldeki V. labrusca orneklerinin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu

yontemi kullanilarak belirlenmis ve elde edilen degerler Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11: Belirlenen toplam fenolik madde miktarlar: (Taze).

Ornek Konsantrasyon (mg/L) Absorbans (765nm)
T, 35.094 0.446
T, 33.764 0.433
T3 35.485 0.450
Ortalama 34.781 +0.73 0.443 +0.01

+ Standart sapma
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3.4 V.labrusca DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

3.4.1 Askorbik Asit Standardi DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi

DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakalama aktivitesini degerlendirmek
icin kullanilmaktadir. Calismada kullanilan Vitis labrusca L. meyvesine (dis ortamda
kurutulan, etiivde kurutulan ve taze haldeki) ait ekstraktlarin serbest radikal giderici etkileri
DPPH radikali iizerinden tayin edilmistir. Standart madde olarak askorbik asit ve gallik asit
kullanilmistir. Askorbik asit ve gallik asit standartlar1 50, 100, 250, 500 ve 1000 ppm

(mg/L) konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

Askorbik asit standardi i¢in DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait

konsantrasyon, ortalama, standart sapma ve % inhibisyon degerleri Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12: Askorbik asit stardardina ait bilgiler.

Konsantrasyon Inhibisyon
Ortalama
(ppm) (%)
50 *0.121 = 0.007 82.41
100 *0.050 = 0.008 92.73
250 *0.029 + 0.002 95.78
500 0.025 + 0.000 96.36
1000 0.025 £ 0.000 96.36

"Ortalama Deger +Standart sapma

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine sonuglarina gore askorbik asit
standardina ait % inhibisyon degerleri; 50 ppm konsantrasyonda % 82.41, 100 ppm
konsantrasyonda % 92.93, 250 ppm konsantrasyonda % 95.78, 500 ppm konsantrasyonda
% 96.36 ve 1000 ppm konsantrasyonda % 96.36 olarak tespit edilmistir. Askorbik asit
stardardi DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait konsantrasyon-% inhibisyon

degerleri grafigi Sekil 61°de verilmistir.
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Sekil 61: Askorbik asit standardina ait DPPH % inhibisyon degerleri.

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sonuglarina gore askorbik asit
standardinin  50-1000 ppm arasindaki % inhibisyon degeri en diisik; 50 ppm
konsantrasyonda % 82.41, en yiiksek 1000 ppm konsantrasyonda % 96.36 olarak tespit

edilmistir.

3.4.2 Gallik Asit Standardi DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi

Gallik asit stardard1 icin DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait konsantrasyon,

ortalama, standart sapma ve % inhibisyon degerleri Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13: Gallik asit stardardina ait bilgiler.

Konsantrasyon Inhibisyon
Ortalama
(ppm) (%0)

50 "0.077 = 0.005 88.81
100 0.043 + 0.003 93.75
250 “0.033 + 0.000 95.21
500 “0.033 £ 0.001 95.21
1000 0.031 = 0.000 95.49

“Ortalama Deger +Standart sapma
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Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine sonuglarma gore gallik asit
standardina ait % inhibisyon degerleri; 50 ppm konsantrasyonda % 88.81, 100 ppm
konsantrasyonda % 93.75, 250 ppm konsantrasyonda % 95.21, 500 ppm konsantrasyonda
% 95.21 ve 1000 ppm konsantrasyonda % 95.49 olarak tespit edilmistir. Gallik asit
stardardi DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine ait konsantrasyon-% inhibisyon

degerleri grafigi Sekil 62°de verilmistir.

100 -~ 93,75 95,21 95,21 95,49
88,81 - > >
] L LN <t
IR -c:‘-cp-c} }¢}<>< -c:‘-c:‘-c "49'{“
~ 80 A R SN et d et et
\° EI EE P E A
o AL et I LI LN
e ENENE L] << 4 B S
= PR Lt et d et et
© 60 - »on HEEE] FREE] P P
ERE N AL BN ERERE ]
> EIE ) ERE I ERF
@2 AL A I LI LN
o) EE N ] B ENEaE K
‘= 40 A et SN et d PLPL Tetet
= EI EIE] ERERE] on PR
= N L] LA R ]
LI ER ERE EI R
o L] I L LR K]
EIY Y EEI o ERE
ENE ] ] LN LN ]
20 1 L ERE ER-] P PR
ENEIE] JEIE] L N <t
P LTt LPLL FEL BT
EI EE P E A
I JEIE B I K
EIE E P E R

0 T : | :
50 100 250 500 1000

ppm (mg/L)

Sekil 62: Gallik asit standardina ait DPPH % inbibisyon degerleri.

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sonuglarina gore gallik asit
standardinin  50-1000 ppm arasindaki % inhibisyon degeri en disik; 50 ppm
konsantrasyonda % 88.81, en yiiksek 1000 ppm konsantrasyonda % 95.49 olarak tespit

edilmistir.
3.4.3 DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi (Dis Ortam)
Dis ortamda kurtulan Vitis labrusca L. meyvesi i¢cin DPPH serbest radikali giderme

aktivitelerine ait konsantrasyon, ortalama, standart sapma ve % inhibisyon degerleri Tablo

14’de verilmistir.
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Tablo 14: Dis ortamda kurtulan Vitis labrusca L. meyvesine ait bilgiler.

Konsantrasyon Inhibisyon
Ortalama
(ppm) (%0)

50 0.406 + 0.000 40.98
100 “0.361 + 0.001 4752
250 0.348 + 0.001 49.41
500 0.340 + 0.000 50.58
1000 “0.332 +0.001 51.74

“Ortalama Deger +Standart sapma

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine sonuglarma gore % inhibisyon
degerleri; 50 ppm konsantrasyonda % 40.98, 100 ppm konsantrasyonda % 47.52, 250 ppm
konsantrasyonda % 49.41, 500 ppm konsantrasyonda % 50.58 ve 1000 ppm
konsantrasyonda % 51.74 olarak tespit edilmistir. DPPH serbest radikali giderme

aktivitelerine ait konsantrasyon-% inhibisyon degerleri grafigi Sekil 63’de verilmistir.
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Sekil 63: Dis ortamda kurutulan V. labrusca meyvesine ait DPPH % inhibisyon
degerleri.

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sonuglarina gére dis ortamda kurutulan
Vitis labrusca L. ekstresinin 50-1000 ppm arasindaki % inhibisyon degeri en diisiik; 50
ppm konsantrasyonda % 40.98, en yiiksek 1000 ppm konsantrasyonda % 51.74 olarak

tespit edilmistir.
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3.4.4 DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi (Etiiv)
Etiivde kurtulan Vitis labrusca L. meyvesi igin DPPH serbest radikali giderme
aktivitelerine ait konsantrasyon, ortalama, standart sapma ve % inhibisyon degerleri Tablo

15’de verilmistir.

Tablo 15: Etiivde kurtulan Vitis labrusca L. meyvesine ait bilgiler.

Konsantrasyon Inhibisyon
Ortalama
(ppm) (%)

50 “0.378 + 0.002 45.05
100 0.320 + 0.004 53.48
250 “0.308 + 0.002 55.23
500 0.302 + 0.000 56.10
1000 0.297 + 0.002 56.83

"Ortalama Deger +Standart sapma

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine sonuglarina gore % inhibisyon
degerleri; 50 ppm konsantrasyonda % 45.05, 100 ppm konsantrasyonda % 53.48, 250 ppm
konsantrasyonda % 55.23, 500 ppm konsantrasyonda % 56.10 ve 1000 ppm
konsantrasyonda % 56.83 olarak tespit edilmistir. DPPH serbest radikali giderme

aktivitelerine ait konsantrasyon-% inhibisyon degerleri grafigi Sekil 64’de verilmistir.

80
70
60 53,48 55,23 26,
50 45,05

JEEN
w1
o
(o]
w

40
30

inhibisyon (%)

20
10

N A A A M Y

50 100 250 500 1000
ppm (mg/L)

Sekil 64: Etiivde kurutulan Vitis labrusca L. meyvesine ait % inhibisyon degerleri.
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Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sonuglarina gore etiivde kurutulan Vitis
labrusca L. ekstresinin 50-1000 ppm arasindaki % inhibisyon degeri en diisiik; 50 ppm
konsantrasyonda % 45.05, en yiiksek 1000 ppm konsantrasyonda % 56.83 olarak tespit

edilmistir.

3.4.5 DPPH Serbest Radikali Giderme Aktivitesi (Taze)

Taze haldeki Vitis labrusca L. meyvesi i¢in DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine
ait konsantrasyon, ortalama, standart sapma ve % inhibisyon degerleri Tablo 16’da

verilmigtir.

Tablo 16: Taze haldeki Vitis labrusca L. meyvesine ait bilgiler.

Konsantrasyon Inhibisyon
Ortalama

(Ppm) (%)
50 0.335+ 0.001 51.30
100 “0.290 + 0.001 57.84
250 “0.274 + 0.001 60.17
500 “0.265 + 0.002 61.48

1000 “0.255 + 0.002 62.93

"Ortalama Deger +Standart sapma

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktivitelerine sonuglarina gore % inhibisyon
degerleri; 50 ppm konsantrasyonda % 51.30, 100 ppm konsantrasyonda % 57.84, 250 ppm
konsantrasyonda % 60.17, 500 ppm konsantrasyonda % 61.48 ve 1000 ppm
konsantrasyonda % 62.93 olarak tespit edilmisti. DPPH serbest radikali giderme
aktivitelerine ait konsantrasyon-% inhibisyon degerleri grafigi Sekil 65’de verilmistir.
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Sekil 65: Taze haldeki Vitis labrusca L. meyvesine ait DPPH % inhibisyon degerleri.

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sonuglarina gore taze haldeki Vitis
labrusca L. meyvesinin 50-1000 ppm arasindaki % inhibisyon degeri en diisiik; 50 ppm
konsantrasyonda % 51.30, en yiiksek 1000 ppm konsantrasyonda % 62.93 olarak tespit

edilmistir.
Vitis labrusca L. meyvesi etiiv kurusu (E;), dis ortamda kurutma (D) ve taze haldeki (Ty)

orneklerinin % inhibisyon degerleri ile standart olarak kullanilan askorbik asit (A;) ve

gallik asit (G;) elde edilen % inhibisyon degerleri Sekil 66°da verilmistir.
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Sekil 66: DPPH % inhibisyon degerlerinin karsilagtirilmasi

(D;) D1s ortamda kurutulan V. labrusca

(E1) Etiivde kurutulan V. labrusca

(T,) Taze kurutulan V. labrusca
(A1) Askorbik asit
(Gy) Gallik asit

Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sonuglarna gore; askorbik asit ve
gallik asit standartlarinin % inhibisyon degerlerine en yakin degerler sirasiyla taze haldeki,

dis ortamda kurutulan ve etiivde kurutulan Vitis labrusca L. ekstrelerinde goriilmektedir.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada Izabella iiziimii (Vitis labrusca L.) bitkisinin meyvelerinin fenolik bilesenleri

ve antioksidan etkileri irdelenmistir.

Fenolik bilesenlerin tespit edilmesi i¢in yapilan bu ¢alismada HPLC kullanilarak fenolik
bilesenlerin kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Dis ortamda kurutulan V. labrusca
meyvesine ait fenolik bilesen analizi sonucunda p-Hidroksibenzoik asit (1.133 mg/L),
benzoik asit (0.571 mg/L), protokatesik asit (0.323 mg/L), gallik asit (1.343 mg/L),
rosmarinik asit (1.065 mg/L), siringaldehit (0.272 mg/L), trans-Ferulik asit (1.222 mg/L)
ve vitamin C (15.191 mg/L) fenolik bilesenler tespit edilmistir. Etiivde kurutulan V.
labrusca meyvesine ait fenolik bilesen analizi sonucunda p-Hidroksibenzoik asit (1.161
mg/L), benzoik asit (0.353 mg/L), protokatesik asit (0.231 mg/L), gallik asit (1.102 mg/L),
rosmarinik asit (1.062 mg/L), siringaldehit (0.253 mg/L), trans-Ferulik asit (1.382 mg/L),
katesin (1.532 mg/L) ve vitamin C (15.160 mg/L) fenolik bilesenler tespit edilmistir. Taze
haldeki V. labrusca meyvesine ait fenolik bilesen analizi sonucunda p-Hidroksibenzoik asit
(0.006 mg/L), benzoik asit (0.329 mg/L), protokatesik asit (0.239 mg/L), gallik asit (1.002
mg/L), rosmarinik asit (1.054 mg/L), siringaldehit (0.250 mg/L), trans-Ferulik asit (1.243
mg/L), ve vitamin C (11.205 mg/L) olarak tespit edilmistir.

V. labrusca ekstresinde yapilan analizler sonucunda Resveratrol miktari dis ortamda
kurutulan 6rneklerde 0.162 mg/L, etiivde kurutulan 6rneklerde 0.127 mg/L ve taze halde
0.636 mg/L olarak belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda en yiiksek resveratrol
miktar1 taze halde, en diisliik resveratrol miktar1 etiivde kurutulan Orneklerde tespit

edilmistir.

Gallik asit esdeger alinarak, Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak yapilan g¢alismada
toplam fenolik madde miktar1 dis ortamda kurutulan V. labrusca o6rneklerinde 54.226 +
1.97 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Etiivde kurutulan V. labrusca 6rneklerinde toplam
fenolik madde miktar1 ortalama 62.686 + 8.26 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Taze
haldeki V. labrusca 6rneklerinde toplam fenolik madde miktar1 34.781 + 0.73 mg GAE/g
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olarak tespit edilmistir. En yiiksek toplam fenolik madde miktar1 62.686 + 8.26 mg GAE/g

olarak etiivde kurutulan meyvelerde tespit edilmistir.

V. labrusca ekstresinde DPPH teknigi ile 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlarda spektrofotometre ile yapilan analizlerde drneklere ait yiizde inhibisyon
degerleri belirlenmistir. Dis ortamda kurutulan 6rneklere ait 50 pg/ml’de yiizde inhibisyon
degeri 40.98, 100 pg/ml’de yiizde inhibisyon degeri 47.52, 250 ug/ml’de 49.41, 500
png/ml’de 50.58 ve 1000 pg/ml’de yiizde inhibisyon degeri 51.74 olarak tespit edilmistir.
Etlivde kurutulan 6rneklere ait 50 pg/ml’de ylizde inhibisyon degeri 45.05, 100 pg/ml’de
yiizde inhibisyon degeri 53.48, 250 ug/ml’de 55.23, 500 pg/ml’de 56.10 ve 1000 pg/ml’de
yiizde inhibisyon degeri 56.83 olarak tespit edilmistir. Taze haldeki orneklere ait 50
pg/ml’de ylizde inhibisyon degeri 51.30, 100 pg/ml’de yilizde inhibisyon degeri 57.84, 250
png/ml’de 60.17, 500 pg/ml’de 61.48 ve 1000 pg/ml’de yiizde inhibisyon degeri 62.93
olarak tespit edilmistir. Yapilan DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sonuglarina
gore; askorbik asit ve gallik asit standartlarinin % inhibisyon degerlerine en yakin degerler
sirasiyla taze haldeki, dis ortamda kurutulan ve etiivde kurutulan Vitis labrusca L.

ekstrelerinde goriildiigii yapilan analizler sonucunda tespit edilmistir.

Sonug olarak Karadeniz sahil kesiminde dogal gelisme gdsteren bir tiir olan V. labrusca
fenolik bilesikler ve antioksidan agisindan zengin bir dogal {iriin olup; Karadeniz bolgesi
V. labrusca dikimi, tiretimi igin ¢ok elverisli bir bolge olmasi nedeniyle bu degerli iiriiniin

gida sanayiinde daha yaygin bi¢cimde kullanilmasi koruyucu tip agisindan yararli olacaktir.
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