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OZET

Rosa canina L (kusburnu) geleneksel tedavide yaygin kullanilan tibbi aromatik
bir bitkidir. Antioksidan, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar ozellikleri ¢esitli
calismalarla ortaya konmustur. Fenolik bilesiklerin ¢esitli saklama sicaklig1 ve siiresine
bagli olarak miktarlarinda degisiklik meydana geldigi bilinmektedir.

Bu calismada Giimiishane Ili'nden toplanmis kusburnu meyvelerin farkli
demleme stireleri ve saklama kosullarina gore antioksidan, antimikrobiyal aktivite ve C
vit miktar1 degisimlerinin izlenmesi amaglandi. Buna gore taze, kurutulmus ve
dondurulmus kusburnu 6rnekleri ii¢ ay ara ile 90 derece sicaklikta demlenerek 30, 60, 90
ve 120 dakika 5 ve 6. saatlerde alinan 6rneklerde ABTS, DPPH FRAP metotlar ile
antioksidan aktivite, toplam fenolik icerik ve toplam flavonoid madde miktarlar1 ve
antimikrobiyal aktivite analizleri, HPLC ile fenolik icerik ve C vitamini analizi
yapilmistir. Kurutulmus meyvelere ait sulu ve etanolik ekstraklar yapilarak bu érneklerde
de yukarida belirtilen analizler gerceklestirilmistir. Demleme iirlinlerinde en yiiksek
antioksidan aktivitenin toplam fenolik igerik ve flavonoid madde miktarinin kurutulmus
kusburnu orneklerinde 6zellikle 6. Saatte oldugu goriildii (p<0.05). Saklama siiresine
bagl olarak bu parametrelerde belirgin azalma izlendi. Demlemeler iginde en yiiksek C
vitamini miktar1 kurutulmus kusburnunda oldugu goriildii (83.56 pg/mL demleme).
HPLC fenolik icerik analizinde ekstraktlarda toplam 8 adet fenolik bilesik tespit edildi.
En fazla Fenolik bilesik olarak katesin (661.42 ug/g ekstrakt) bulundu. Etanolik ve sulu
ekstrakt C vitamini degerlerinde 3 ay sonunda sirasi ile %26 ve %14°1iik diistsler tespit
edildi. Antimikrobiyal aktivite analizinde 7 sustan besine karsi (Bacillus subtilis,
Staphylus aureus, Streptococcus pyogenes E. Coli, Pseudomonas aeruginosa) aktivite
gozlendi. Bu sonuglara gore kusburnu meyvelerinin uygun demleme siire ve saklama

bi¢imlerinin verimin arttirtlmasina katki yapacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Antimikrobiyal, Demleme, Fenolik igerik,

Kusburnu, Rosa canina
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SUMMARY

Rosa canina L (rosehip) is a medicinal plant, frequently using in traditional

medicine. Its antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory properties have been
demonstrated. Amounts of phenolic compounds and vitamin C depends on various
storage temperatures and periods.
We aimed to determine the changes in antioxidant, antimicrobial activity and vitamin C
content of rosehip fruits collected from Gumushane according to different infusion times
and storage conditions. The antioxidant activity, total phenolic content and total flavonoid
substance amounts were determined by ABTS, DPPH FRAP methods in the samples
taken at 30, 60, 90, 120 minutes and 5th and 6th hours after the fresh, dried and frozen
samples were infused at 90 centigrade degree for three months. Phenolic content and
vitamin C analysis were determined by HPLC. The analyzes were carried out in these
samples by making aqueous and ethanolic extracts of dried fruits. The highest antioxidant
activity observed in the infusion products in dried rosehip samples at 6th hour comparied
with TFC and flavonoid content (p<0.05). It was observed depending on the storage time
the highest amount of vitamin C among the samples was in dried rosehip (83.56 pg/mL).
Eight phenolic compounds were detected in extracts by HPLC analysis. The catechin was
highest compund (661.42 pg/g extract), vitamin C values decreased by 26% and 14%,
respectively in extracts. Antimicrobial activity was observed against five of the 7 strains
(B. subtilis, S. aureus, S.s pyogenes E. coli, P. aeruginosa). Recently, appropriate infusion
time and storage forms of rosehip fruits will contribute to increasing the yield.

Keywords: Antioxidant, Antimicrobial, Infusion, Phenolic Compounds

Rosahips, Rosa canina L.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Tibbi ve aromatik bitkiler sahip olduklar1 zengin c¢esitte ve birbirinden farkli
kimyasallar1 i¢eren, kok, govde, yaprak, meyve ve 6ziit gibi kisimlar1 gida, ilag ve
kozmetik gibi alanlarda oldukga eski zamanlardan beri kullanilan bitkilerdir. Bu bitkiler,
geleneksel, alternatif veya tamamlayici tip olarak ifade edilen tedavi yontemlerinin de en
onemli bilesenini olusturmaktadir (Goktas ve Gidik, 2019). Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
verilerine gore gelismemis tilkelerin niifusunun %80’ni, gelismis tilkelerin niifusunun ise
%401 geleneksel ilag tedavileri uygulamaktadir (Acibuca ve Budak, 2018).

Tibbi ve aromatik bitkilerin geleneksel tipta antikanser, antidiyabetik,
antihipertansif, anti-inflamatuar, antimikrobiyal, antisitotoksisite, antiapoptotik,
nefroprotektif, DNA onarmmi gibi son derece farkli etkilere sahip oldugu bilinmektedir
(Turan vd., 2019; Kiling vd., 2020). Bununla beraber bu bitkilerin belki de en énemli
etkilerinden biri, bahsi gegen hastaliklarin olusumunda baslica ve ortak faktorlerden biri
olan oksidan mekanizmalara kars1 koruyucu 6zelligi yani antioksidan yetenekleridir. Bu
ozelliklerinn baslica kaynaklar1 olarak sekonder metabolit iirlinleri olan fenolik
bilesiklerin geldigine inanilmaktadir (Rupasinghe vd., 2014).

Serbest radikal olarak bilinen ve eslesmemis elektron igeren molekiiller hiicre
icinde metabolik yollarla meydana gelirler ve antioksidan mekanizmanin yetersiz kaldigi
durumlarda hiicrede yikici sonuglara neden olabilirler (Pham-huy 2008). Canli
organizmalarda reaktif oksijen (ROT) ve nitrojen tiirleri (RNT) 6zellikle fizyolojik hiicre
i¢i olaylar sonucu meydana gelen giiglii zararli etkileri olan radikallerdir (Di Meo vd.,
2016). Kardiyovaskiiler hastaliklarin (KVH), kanserin, metabolik bozukluklarin bazi
bobrek hastaliklarinin, romatoit artrit, ¢esitli otoimmiin hastaliklarin ardinda bu etmenlere
rastlanmaktadir (Valko vd., 2007).

Rosa canina (kusburnu) iilkemizde yaygin olarak yetisen tibbi aromatik bitkiler
grubuna dahil bir bitkidir. Cay, marmelat, meyve suyu gibi farkli besinsel kullanim alnlar1
mevcuttur. Ozellikle ¢ay seklinde ticari olarak kurutulmus pargalar veya posetlenmis
sekilde ve/veya yetistigi bolgelerde halk arasinda donemine gore yas ya da yine tam
kurutulmus olarak demleme seklinde kullanilmaktadir. Gilimiishane ili kusburnu
acisindan son derece zengindir (Oz vd., 2019).

Kusburnu zengin fenolik bilesik ¢esitliligi, yag asitleri ve yliksek C vitamini

miktarlar sayesinde geleneksel olarak soguk algmligi, hepatotoksisite, lipid diisiiriicii



antidiyabetik ve anti-inflamauar etmenli ¢esitli hastaliklarin tedavi ve 6nlenmesinde uzun
zamandan beri kullanilan bir bitkidir (Marmol vd., 2017).

Calismamizda kusburnunun geleneksel tliketim yontemlerinden biri olan demleme
yontemi kullanilarak ilk asamada kurutulmus ve taze kusburnu meyvelerinin farkl
stirelerde (30 dk, 60 dk, 90 dk, 120 dk, 5 ve 6 saat ) elde edilen demleme {iriinlerinin
antioksidan kapasitelerinin, C vitamin miktarlar1 ve antimikrobiyal &zelliklerinin tespit
edilmesi, ardindan farkli sekillerde ve sicakliklarda saklanmis demleme iirlinleri ve
meyvelerde ayni analizler yapilarak bu parametreler iizerine saklama kosullar1 ve
demleme siirelerinin nasil etkilediginin goriilmesi amaclanmistir. Calismada ayrica
meyvelerden elde edilen sulu ve etanolik ekstraklarda HPLC ile fenolik igerik analizi de
yapilarak demleme sonuglarinin fenolik bilesiklerle iliskilendirilmesi planlanmuistir.
Boylece yaygin bir tiiketime sahip kusburnu {riinlerinin ¢esitli saklama kosullar1 ve
bicimlerinin gerek bireysel gerekse ticari olarak daha verimli hale getirilebilecegi

distiniilmektedir.

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla serbest elektron igeren
atom veya molekiillerdir (Karabulut ve Giilay, 2016). Serbest radikal olarak tanimlanan
molekiiller canli sistemlerde metabolizma sonucu meydana gelebilmektedir. Hiicre ici
elektron tagima sistemi reaksiyonlari, baz1 sitokrom enzimleri, peroksizozomlarla iliskili
oksidazlar, fenton reaksiyonu (esitlik 1) gibi metabolik olaylar bu duruma 6rnek olarak
verilebilir (Di Meo vd., 2016). Bununla beraber serbest radikal kaynaklari olarak endojen
(mitekondrial tepkimeler, lipoksijenazlar, NADPH oksidaz gibi enzimler, inflamasyon
vb..), savunma mekanizmasi elemanlar1 ve iiriinleri (Siiperoksid dismutaz, katalaz gibi
enzimler, askorbat ve toofreol gibi vitamin deriveleri, glutatyon.) ve eksojen (Ultra viyole
—UV- 1sinlar, iyonize radyasyon, kemoterapi kaynakli inflamasyon vb.) seklinde bir
smiflandirma yapilabilir (Setty vd., 2004; Lin vd., 2016: Karabulut ve Giilay 2016).
Serbest radikaller genel olarak zararli kabul edilmekle beraber hiicrede orta veya diisiik
diizeydeki miktarlarinin bazi yararli sonuglari olabilecegi ifade edilmektedir. Bagisik
yanitta mikrobiyal atakara kars1 bazi fagositer 6zellikteki 16kosit hiicreleri (Monositler,

makrofajlar cevap olarak serbest radikal salgilarlar (Droge, 2002; Pham-Huy vd., 2008).

1.2.1. Reaktif Oksijen (ROS) ve Nitrojen Tiirleri (RNS):
Oksijen, serbest radikal olusumunda son derece etkilidir. Serbest radikallerce

olusturulan reaktif oksijen tiirleri normal hiicrelere gore daha yiiksek kimyasal reaktivite
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ozelligi gosterir (Nawar, 1985). Bu durum ROT’un DNA, protein ve lipidler gibi oldukca
farkli molekiillerle reaksiyona girebilmesine ve bu molekiillerde hasar olusturmasina
neden olur. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini radikal ve radikal olmayan seklinde
ayirmak miimkiindiir (Tablo 1). Normal durumlarda hiicre i¢i ve dis1 antioksidan
molekiiller ile ROT ve RNT tiirleri arasinda bir denge vardir. Bu dengenin ROTve
RNT’ye dogru kaymasi oksidan 6zelligi arttirir ve “oksidatif stres” denen durum ortaya
cikar (Sies, 1991). Oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi, derecesine gore ¢esitli
bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Cesitli kanser tiirleri, kardivaskiiler
hastaliklar (KVH), norodejeneratif bozukluklar, deri hastaliklari, yaslanma, diyabet,
otoimmiin hastaliklar ve romatoid artrit gibi hastaliklar bu dengenin bozulmasi sonucu
ortaya ¢ikabilmektedir (Pham-Huy vd., 2008; Valko vd., 2007).

Hiicre ic¢i organeller ROT kaynaklar1 olarak ortaya ¢ikabilir. Mitekondri,
endoplazmik retikulum zari, sitozol ve peroksizomlar bu organellere 6rnek verilebilir.
Hiicrede ROT’un iki sekilde olustugu ifade edilmektedir: Enzimatik olan, enzimatik
olmayan. Ksantin oksdiaz, peroksidazlar ve NADPH oksidaz gibi enzimler solunum
zinciri reaksiyonlari, sitokrom p450 sistemi ve fagositoz gibi olaylar sirasinda enzimatik

olarak serbest radikal olusumuna neden olabilirler (Halliwell, 2007: Valko vd., 2007).

Tablo 1. Baglica reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (Di Meo, vd., 2016).
0O2-. Siiperoksit Anyonu

.OH Hidroksi Radikali
Radikaller NO. Nitrik Oksit Radikali

NO2. Azot Dioksit

LOO. Lipid Perosil Radikali

H202 Hidrojen Peroksit
Radikal Olmayanlar HOCI Hipoklorik Asit

ONOQO-— Peroksinitrit

Stiperoksid dismutaz enzimi mitekondride reaksiyonlar sonucu acgiga ¢ikan
stiperoksit anyonunu (O2™) Hidrojen peroksite (H202) dontistiiriir. H2O> radikal olmaya
reaktif oksijen tiiriidiir ve Fe*? varliginda Fenton reaksiyonu ile OH radikaline ayristirilir

(Aslankog, vd., 2019). Fenton reaksiyonu esitlik 1’de gosterilmistir.

H,O, + Fe*? ——> "OH + Fe*® (Esitlik 1)

Serbest oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumun da eksojen kaynaklar arasinda

sigara ve hava kirliligi gibi cevresel toksin ajanlar COVID 19 gibi viral kaynakli
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enfeksiyonlar ve buna bagl olarak gelisen inflamatuar yanitin diizenlenmesinde gorev

yapan sitokinler de sayilabilir.

1.3. Antioksidanlar

Hiicre igerisinde antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda bulunan serbest radikal
stiptiriici 6zelligi bulunan maddelerdir. Bu sayede serbest radikaller {izerinde bulunan
elektronlara baglanarak onlar1 nétrlerler bdylece zarar verme kapasitesini azaltarak
hiicresel hasar1 geciktirir veya azaltir (Halliwell, 1995).

Antioksidanlar, diyetin bir pargasi veya diyet takviyeleri olarak endojen veya eksojen
olarak elde edilebilir. Serbest radikalleri nétrlemeyen ancak endojen aktiviteyi artiran
baz1 diyet bilesikleri de antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. Ideal bir antioksidan,
kolayca emilmeli ve serbest radikalleri ortadan kaldirmalidir. Ayrica fizyolojik olarak da

uygun seviyelerde redoks metallerini selatlamalidir (Kurutas, 2015).

1.3.1. Antioksidan Sistem ve Etki Mekanizmasi

Antioksidanlar radikal siipiiriicli, hidrojen verici, elektron verici, peroksit
ayristiric, tekl oksijen sondiiriicii, enzim inhibitorii, sinerjist ve metal selatlayict ajanlar
olarak iglev goriir. ROT"u etkisiz hale getirmek i¢in i¢in hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda
hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidanlar bulunur (Frie vd., 1988).

Antioksidanlar i¢in iki temel etki mekanizmasi bulunmaktadir (Rice-Evans ve
Diplock, 1993). Birincisi, birincil antioksidanin sistemlerde bulunan serbest radikale bir
elektron baglayarak zincir kirma mekanizmasidir. Ikinci mekanizma ise zincir baslatici
katalizorii stiptirerek ROT un (ikincil antioksidanlar) ¢ikarilmasini saglar. Antioksidanlar
biyolojik sistemler iizerindeki etkilerini elektron baglayici, metal iyon selatlayici, ko-
antioksidanlar veya gen ekspresyon diizenleyici gibi farkli mekanizmalarda
gosterebilirler (Krinsky, 1992).

Savunma sistemlerinde gorev yapan antioksidanlar, koruyucu, radikal siipiiriici,
DNA onarimi ve dordiincii savunma hattinda yani adaptasyonda etki seviyeleri gosterirler

[k savunma hatti, serbest radikallerin olusumunu baskilayan antioksidanlardir. Bu
tir reaksiyonlar1 onlemek i¢in, bazi antioksidanlar, hidroperoksitleri veya hidrojen
peroksiti, serbest radikaller olusturmadan Once sirasiyla alkollere ve suya indirgeyerek
bazi proteinleri metal iyonlarina baglayarak depolanmasini saglarlar.

Ikinci savunma hatti, zincir baslangicim1  bastiran  veya  zincir yayilma
reaksiyonlarini kirmak i¢in aktif radikalleri temizleyen antioksidanlardir. Cesitli endojen

radikal siipliriicii antioksidanlar bilinmektedir. Bunlar hidrofilik veya lipofilik
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olabilirler. C vitamini, tirik asit, bilirubin, albimin ve tiyoller hidrofilik, radikal siipiiriicii
antioksidanlardir. E vitamini ve wubiquinol ise lipofilik radikal siipiiriicii
antioksidanlardir. E vitamini, en giiclii radikal siipiiriicii lipofilik antioksidan olarak kabul
edilir.

Uciincii savunma hatti, onarim ve de novo antioksidanlardir. Memeli hiicrelerinin
sitozoliinde ve mitokondrilerinde bulunan proteolitik enzimler, proteinazlar, proteazlar
ve oksidatif olarak degistirilmis proteinleri taniyarak uzaklagsmasini saglar. Boylece

oksitlenmis proteinlerin birikmesini 6nler (Niki, 1993).

1.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bir ya da daha fazla sayida hidroksil grubu i¢eren bir ya da daha
fazla aromatik halkadan olusan maddelerdir (Lin vd., 2016). Yapilarina gore suda
¢oziinen ve ¢oziinmeyen formlart mevcuttur.

Fenolik bilesikler ya da polifenoller yapisal ozelliklerine bagli olarak farkli
aktiviteler gdsteren ve yaygin olarak bulunan fitokimyasallardir. Sekonder metabolit
sinifindan olan da bu kimyasallar bitkilerin renk, tat, koku, goriinim gibi cesitli
ozelliklerinden de sorumludurlar ve bitkilerin kok, gévde, yaprak, ¢icek ve meyve gibi
farkli bolgelerinde bulunabilirler (Rupasinghe vd., 2014; Karbulut ve Yemis 2019).
Bitkilerin bu bilesikleri savuma, biiyiime ve gelisme amaci ile irettikleri, biyotik ve
abiyotik stres sirasinda 6nemli gorevler yaptiklar ifade edilmektedir (Pratyusha, 2022).

Fenolik bilesikler bitkilerde sikimik asit yolu, malonik asit yolu (poliasetat) ve
ortak-karisik (Sikimik asit — poliasetat) yoldan tiiretilirler (Lin vd., 2016; Rupasinghe vd.,
2016). Sitozolde gergeklesen glikoliz sirasinda olusan fosfoenol piruvatin bir kismi TCA
dongiisiine girerken diger bir kismu tirozin triptofan fenil alanin gibi aromatik
aminositlerin ve sonunda polifenollerin sentezlendigi sikimat yoluna dahil olur (Lin vd.,
2010).

Meyve polifenolleri genel olarak bu bitkilere yiiksek antioksidan kapasitesi
kazandirirlar ve diinya genelinde genis bir dagilima sahiptirler (Rupasinghe, vd., 2008).
Ayrica mikroorganizmalarca pargalanan bitkilerin toprak verimliligini, emilim yetenegini
arttidig1 ve ekosistemin gelisimine olanak sagladigi ifade edilmektedir (Pratushya, 2022).

Bitki fenolik bilesiklerinin siniflandirilmasinda karbon-benzen halkasi sayis1 esas
alinir. Ornegin 7 karbonlu (C6-C1) fenolik asitler, 14 karbonlu (C6-C2-Ca) stilbenler, 15
karbonlu flavonoidler, isoflavonoidler &rnek olarak gosterilebilir (Harborn 1989;
Pratyusha, 2022).



Meyvelerdeki fenolik bilesikler (Sekil 1) 5 ana bashkta toplanmaktadir
(Rupasinghe vd., 2014):

1-Fenolik asitler Meyvelerin asidik tadini olustururlar ve diyetsel fenoliklerin
biiyiik bir kismini1 meydana getirirler. Gallik asit, parakumarik asit, kafeik asit bu gruptaki
yaygin fenolik asitlerdir (Pandey ve Rivzi, 2009).

2-Lignanlar 2 fenil-propan tinitesinin oksidatif dimerizasyonu ile meydana gelirler.
Keten tohumundaki miktarlar yiliksektir ve son donemlerde yararl tibbi etkilerine dair
artan bi¢imde c¢alismalar mevcuttur (Pietrofesa vd., 2016) Matairesinol bu gruba 6rnek
olarak verilebilir.

3-Stilbenler polifenolik bilesikler grubundadir. Uziim, karaiiziim, yer fistiginda bol
miktarda bulunurlar. En iyi bilinen 6rnegi resveratroldiir ve bu bilesigin KVH
kapsaminda 6nemli bir antioksdian etkiye sahip oldugu ifade edilmektedir (Xia vd., 2017;
Demir ve Ozlem, 2020).

4-Flavonoidler en genis fenolik ¢eside sahip grubu olustururlar. Bitkilerin kok
govde yaprak cicek meyve gibi farkli bolgelerinde, sebzelerde aga¢ kabuklarinda,
tahillarda cayda genis bicimde bulunurlar ve bu nedenle diyet fenolleri olarak
adlandirilirlar. Farmasotik, kozmetik ve tibbi uygulama alanlarinin vazgegilmez
unsurlaridirlar (Panche vd., 2016). Kuersetin, katesin, epikatesin ve rutin bu grubun iyi
bilenen fenolik bilesikleridir. Bu bilesiklerin KVH, noérodejeneratif bozukluklar,
yaslanma gibi oksidatif stres kaynakli hastaliklara kars1 6zellikle lipid peroksidasyonunu
engelleyerek 6énemli dl¢iide koruyucu rol oynadiklar cesitli ¢alismalarla gosterilmistir
(Pietta, 2000; Panche vd., 2016).

5-Tanenler sebze, meyve ve tahillarda yaygin olarak bulunan suda ¢oziinebilen
polifenolik bilesiklerdir. Antimikrobiyali antiparazitik, immiinmolasyon ve anti-
inflamatuar etkilerinden bahsedilmekle beraber 90’11 yillarin sonunda tanenlerin
kanserojen olabilecegine dair goriisler de mevcuttur (Chung vd., 1998; Zhang vd., 2022).
Proantosiyanidinler, gallotaninler bu grup bilesiklere 6rnek olarak verilebilir.

Fenolik bilesiklerin g¢esitli sicakliklarda ve saklama siirelerinde antioksdian
aktivitelerinde kayiplar olabilecegi cesitli calismalarla gosterilmistir. Ornegin Kusburnu
meyvesinde bulunan katesinin sicaklik, pH, oksijen miktar1 ve ortamda metal iyonu
bulunmasi gibi faktorlere bagli olarak biyolojk aktivitelerinde azalmalar oldugu tespit

edilmistir (Hou vd., 2005).
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Sekil 1. Meyvelerdeki polifenollerin siniflandirilmasi (Rupasinghe vd., 2014).
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Sekil 2. Baz1 yaygin fenolik bilesikler (a: Lin vd., 2016; b: Josiah vd., 2021
kaynaklarindan modifiye edilmistir).

1.5. C Vitamini

C vitamini (Askorbik asit) bir serbest radikal temizleyicisi oldugu kadar bag dokuda
kollajen sentezi, gastrointestinal yolda demir emilimi, bazi enzimlerin Ko-faktorii olmasi
gibi ¢esitli islevleri olan 6nemli bir vitamindir (Abdullah vd., 2022). Eksikliginde kollajen
sentezinin bozulmast ile iliskili iskorbiit (skorbiit) hastaligi meydana gelir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999).

Suda c¢ozlinebilen C vitamini insanlar tarafindan sentezlenemediginden diyet
seklinde disaridan alinmasi gerekmektedir. Askorbik asitin bilinen fizyolojik ve
biyokimyasal islevlerinin, elektron donorii olarak hareketinden kaynaklandigi ifade
edilmektedir ve elektron transferi sayesinde dnemli bir indirgeyici ve antioksidan ajan

olarak goriilmektedir. Askorbik asit 5 karbonlu bir lakton halkas1 i¢inde enodiol grubu
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olan dibazik bir asit olup kimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin biiyiik oranda bu yapi ile
alakali oldugu belirtilmektedir (Hacisevki, 2009). Bununla beraber bazi sartlara ve
konsantrasyona bagl olarak prooksidan 6zelligi de s6z konusu olabilmektedir (Du vd.,
2012).

Sekil 3’te belirtildigi lizere askorbik asit (AscH 2 , C vitamini), iyonlasabilme
ozelligi gosteren iki hidroksil grubuna sahip bir ketolakton olup bu &zelligi sayesinde
suda ¢oziilebilmektedir (Du vd., 2012)..

Sekil 3. Askorbik Asidin molekiiler yapisi (URL-1)

C vitamininin enfeksiyon durumunda savunma hiicrelerinde yogunlugunun
artmasi ile, kemotaksi ve fagositoz ozelligini tetikledigi ve bu sayede antimikrobiyal

aktiviteyi arttirdigi ifade edilmektedir (Ugur vd., 2020).

1.6. Kusburnu (Rosa canina)

Rosa canina (kusburnu) tibbi bitkilerin odun dis1 bitkisel orman iiriinii grubu iginde
degerlendirilen ve ililkemizde genis bir yayilim gosteren Rosaceae familyasina ait bir
bitkidir. Diinya genelinde yetigsen kugburnu tiirlerinin yaklagik %25 oraninda Tiirkiye’de
yetistigi belirtilmektedir (Kiling vd., 2020). Besinsel agidan ¢ay, marmelat, meyve suyu
seklinde farkli kullanim bi¢imleri s6z konusudur.

Yapilan ¢esitli calismalarda kusburnunun fenolik bilesikler, C vitamini,
tokoferoller, esansiyel yag asitleri, karetenoidler ve bazi sekerler bakimindan 6nemli
o6l¢iide fitokimyasal icerige sahip oldugu gosterilmistir (Deliorman vd., 2007; Jager vd.,
2007). Fenolik bilesik analizlerinde kusburnunun gallik asit, ferulik asit, parakumarik

asit, vanilik asit, hidroksibenzoik asit, parakateuik asit gibi fenolik asitler, kuersetin,



katesin, epikatesin gallat, kaemferol gibi flavonoidleri igerdigi tespit edilmistir
(Guimaraes vd., 2014; Nadpal vd., 2016).

Kusburnu meyvelerinin C vitamini igerigi agisindan en zengin meyvelerden biri
oldugu bilinmektedir ve bu nedenle grip gibi soguk alginlig1 basta olmak iizere C vitamini
yetmezligi, artrit, kollajen eksikligi, bazi bobrek ve alt idrar yolu inflamatuar

rahatsizliklart gibi ¢esitli hastalik ve bozukluklarin tedavisinde ve Onlenmesinde

geleneksel olarak kullanilmaktadir (Chrubasik vd., 2008; Nadpal vd., 2016).

Sekil 5. Kusburnunun Tiirkiye’de dagilimi (Ayhan ve Altinkaynak 2020).

Pe——
.

1.7. Kusburnu ve Tibbi Etkiler
Kusburnunun t1bbi etkileri: Kusburnu fenolik igerik agisindan zengin bir bitkidir.
Ayrica meyvesi en yiiksek C vitamini degerine sahip meyvelerden biri olarak 6nemli bir

antioksidan kaynagidir. Fenolik igerik incelendiginde rutin, ellajik asit, kuercetin, gallik
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asit, kaemferol, vanilik, syringik asit gibi ¢esitli fenolik asit ve flavonoidlerin bol
miktarda bulundugu goriilmektedir (Marmol vd., 2016). Bununla beraber karetenoid ve
yag asidleri iceriginin de geleneksel tedavide yararlanilan diger bilesikleridir. Ornegin
kusburnu cekirdeginde daha bol bulunan linoleik asit ev a linolenik asitlerin anti-
inflamatuar aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Winther vd., 2016). Meyvelerin
(aslinda yalanci meyvelerdir) hem etli kisimlar1 hem de ¢ekirdekleri farkli 6zellikler
gosterebilmektedir.

Yiiksek C vitamini igerigi sayesinde 6zellikle kis aylarinda soguk alginligi grip
gibi enfeksiyonlara kars1 kullanimi tercih edilmektedir. Bunun disinda g¢esitli hastaliklara
kars1 tedavi ve koruyucu amagh geleneksel kullanimi da s6z konusudur. Antikanser,
antidiyabetik, anti-inflamatuar, lipid distiriicti, anti-aging, hepatoprotektif ve romatoid
artirite kas1 koruyu rolleri oldugu ifade edilmektedir (Kiling vd., 2020; Turan vd., 2018;
Marmol vd., 2016).

Kusburnu bitkisinin geleneksel tedavide kullanilan kisimlart meyveleri ile sinirli
degildir. Bitkinin kok, govde, dallar ve meyvelerinin g¢esitli kisimlar1 farkli hastaliklarin
tedavisinde uzun siire kullanilmaktadir. Ornegin kokleri anal hemaroid, disiiri ve
romatizma tedavisinde (Yesilada vd., 1997; Kiiltiir, 2007); dallar1 bobrek tasi ve egzema
tedavisinde (Yesilada vd., 1997), meyvesi ise alt idrar yolu hastaliklarinda, romatoid
hastaliklarinda, bronsit, soguk alginliklari, astim, diare, osteoartrit gibi hastaliklarin
tedavisinde (Blummenthal vd., 1998) kullanilmaktadir. Bununla beraber en yaygin

bi¢cimde kullanilan tiirii meyveleridir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar ve markalar

Cihaz ve Aletler
Buzdolabi

Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje)

Calkalayici inkiibator

Distile Su Cihazi

Ependorf tiip (1.5 mL)
Evaporator

Etiiv

Falkon Tiip (15/50 mL)

Hassas Terazi (0.0001 Hassasiyet)
Havan

HPLC

Manyetik Isitici/Karistirict
Mikroplakalar

Mikroplaka okuyucu

Otomatik pipetler (10-20-200-1000uL)
pH-metre

Santrifiij (Sogutmali)
Spektrofotometre Cihazi

Vorteks

Marka/Model

Beko

ISO Lab

Shel Lab

Merk Milipore
ISO Lab

Heidolph
Memmert
Labsolute

KERN

ISO Lab

Agilent 1200 Infinity
IKA RH Basic 2
Lp Italiana Spa
Thermo Scientific
Eppendorf/
HANNA

Allegra X-30R
Shimadzu UV1800
Heidolph

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3. Kullanilan kimyasal malzemeler ve markalari

Kimyasal Maddeler

Firma/Kod

Aliiminyum nitrat
Aseton

Etanol

Folin-Ciocalteu reaktifi

Merck 1010631SO

Sigma Aldrich 67641
Sigma Aldrich 32205
Merck 1.09001.0100


https://www.labor.com.tr/SHIMADZU%2CLA_1168-3.html

Tablo 3. (Devami)

Kimyasal Maddeler Firma/Kod
Fosfat tampon Sigma Aldrich P4417
Gallik asit Sigma Aldrich G7384
Glasiyal asetik asit Sigma Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma Aldrich
Hidrojen peroksit (H202) Tekkim 7722841
Kuersetin Merck 1592409
Metanol Merck 106009
Ninhidrin Merck 487472
Orto Fosforik asit Honeywell-Seelze 04107
Potasyum asetat (KCH3COO) Merck 2048222
Potasyum iyodid (KI) Sigma Alrich
Sodyum karbonat Merck 106392
Sodyum klortir Merck 100317
Toluen Merck 108323
Tiyobarbiitiirik Asit (TBA) Merck 108180
Trikloroasetik Asit (TCA) Merck 76039
TPTZ

2.3. Kusburnu Orneklerinin Toplanmasi ve Cahsma Gruplari

Kugburnu meyve 6rnekleri Giimiishane il merkezinden Siran yolunda ayni bitki
florasindan toplandi. Ornekler yaklasik 50’ser gram olacak sekilde agzi kilitli buzdolabi
posetlerine alindi. Meyveler 5 ayr1 kusburnu meyve grubu seklinde diizenlendi:
1.-20 °C’de dondurulmus taze kusburnu meyvelerinden olusan grup
2.Taze kusburnu (dondurulmamis, toplama asamasindaki) meyvelerinin hemen
kurutulmasi ile elde edilen kusburnu numunelerinden olusan grup
3.Dondurulmus taze kusburnu meyvelerinin c¢oziildiikten sonra kurutulmasi ile
olusturulan grup.
4.b Grubu kusburnu meyvelerinden elde edilen sulu ekstrakt grubu

5.b Grubu kusburnu meyvelerinden elde edilen etanolik ekstrakt grubu
2.4. Orneklerin Ekstraksiyonu

Kusburnu 6rneklerinin ekstraksiyonu i¢in en 1yi sonuglari veren su ve etanol ¢oziicii

olarak kullanildi. (Ozgen vd., 2006; Ercisli ve Orhan, 2008). Toplanan kusburnu
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orneklerinin bir kism1 hassas terazide tartilarak ekstraksiyon islemi icin etiivde 48 saat
36°C’de kurutuldu. Kurutulmus kusburnu 6rnekleri ogiitiilerek toz haline getirildi.

Sulu Ekstraksiyonu: Toz halindeki kusburnu 6rneklerinden 5 gram tartildi ve saf
suile 50 mL ‘e tamamlandi. Ornekler vortekslendikten sonra 45°C°de 150 rpm’de 24 saat
boyunca ¢alkalayici inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast numuneler 2
kat kaba filtre kagidindan siiziildii ve bos agirligi bilinen balon jojeye alindi. Evaporator
yardimi balon joje icerisindeki ¢oziicii uguruldu. Ugurma sonrasi kalintilarin agirligi
tartildi. Kalintilar bir miktar saf su ile ¢ozdiiriildii. Elde edilen ekstraktlarin bir kismi
+4°C diger kismi ise 2. asama i¢in -20°C de muhafaza edildi.

Etanol Ekstraksiyonu: Toz halindeki kusburnu 6rneklerinden 5 gram tartildi ve
etanol ile 50 mL ‘e tamamland1. Ornekler vortekslendikten sonra 45°C°de 150 rpm’de 24
saat boyunca calkalayic1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
numuneler 2 kat kaba filtre kagidindan siiziildii ve bos agirligi bilinen balon jojeye alindi.
Evaporator yardimi balon joje igerisindeki ¢6ziicli uguruldu. Ugurma sonrasi kalintilarin
agirhig: tartildi. Kalintilar bir miktar etanol ile ¢ozdiiriildii. Elde edilen ekstraktlarin bir

kism1 +4°C diger kismi ise 2. asama i¢in -20°C de muhafaza edildi.

2.5. Demleme

Toplanilan kusburnu meyveleri yapilacak olan demleme metotlarina gore kurutma,
dondurma ve dondurulup kurutma olmak iizere 3 ayr sekilde demleme yapilmak i¢in
hazirlandi.

Kurutulmus, dondurulmus ve dondurulup kurutulan kusburnu meyvelerine her
birinden ayr1 ayr1 25 gram analitik hassas terazide tartildi. Demleme yapilmak {izere
demliklere koyularak tizerlerine meziir yardimi ile 500 ml i¢me suyu eklendi. Demleme
i¢in hazirlanan igme suyu igerisindeki kusburnu meyveleri bulunan demlikler sicakligi
90°C ye sabitlenmis olan 1siticili manyetik karistirict {izerine koyuldu. Sik sik sicaklik
Olctimleri termometre yardimi ile yapilarak sicaklik kontrolii demleme siireleri
tamamlana kadar yapildi ayrica demliklerden su kaybini 6nlemek i¢in aliminyum folyo
ile kapak ve ug kisimlar1 sikica sarildi. Her bir demleme i¢in hazirlanan demliklerden 30
dakika, 60 dakika, 90 dakika, 120 dakika, 5 saat ve 6 saat siirelerinin sonunda 10 ml
demleme numunesi alinarak falkon tiip igerisine kaba filtre kagidindan gecirilerek
demleme numuneleri alimi gergeklestirildi. Hazirlanan numuneler planlanan saklama

kosullarina gore +4°C ve -20°C’lerde sakland.
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2.6. Antioksidan Tayin Metotlari

2.6.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Bu yontem Folin-Ciocalteu metodunun 96 kuyucuklu plakaya uyarlanmasina gore
yapildi. Toplam polifenol igerigin belirlenmesinde gallik asit standart olarak kullanildi
(Beara vd., 2014).

Cozeltilerin Hazirlanmast: %1’ Sodyum karbonat (Na2COs) ¢ozeltisi: 0.25 ¢
sodyum karbonat hassas terazide tartilarak 25 ml’lik balon jojeye alindi. Uzerine bir
miktar saf su eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Hacmi saf su ile 25 ml’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteu reaktif ¢ozeltisi: 1 ml Folin-Ciocalteu reaktifi volumetrik flaska
alind1 iizerine saf su eklenerek son hacim 10 mL’ye tamamlandi. Volumetrik flask
alliminyum folyo ile kaplanarak karanlikta saklandi.

Gallik asit standart ¢ozeltisi: 10 mg gallik asit hassas terazide tartildi. 10 ml
metanol igerisinde ¢oziildii ve stok ¢ozelti hazirlandi. Elde edilen bu stok ¢ozeltiden 1000
pg/ml’lik standart ¢ozeltisi hazirland1 ve metanol ile seyreltme yapilarak 50, 100, 200,
400, 600, 800 png/ml’lik gallik asit standartlar1 olusturuldu.

Deneyin Yapilisi: Demlemeden elde edilen numune ve ckstraklar igin gerekli
seyreltmeler yapildi. Pipetlemeler 96 kuyucuklu mikroplakaya yapildi. Demleme
numuneleri, ekstraktlar ve standartlardan 31ul, 125 pl de 1:10 Folin-Ciocalteu reaktifi
eklendi. 10 dakika karanlikta reaksiyon gerceklesmesi i¢in beklendi. Son olarak 94 pl
%1’ Sodyum karbonat (Na,C0O3) c¢ozeltisi koyuldu. Mikroplakaya pipetlemeler
yapildiktan sonra 2 saat karanlikta inkiibe edildi ve 760 nm’de kore karsi okuma
gerceklestirildi. Kor olarak saf su kullanildi. Biitlin standartlar ve numuneler 3 tekrar

olarak calisildi.

3,5 y=0,0047x + 0,0257
R?=0,9992

Absorbans (760nm)
N

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Gallik asit konsantrasyon pg/ml

Sekil 6. 1. Asama toplam fenolik igerik i¢in hazirlanan gallik asit standart grafigi
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Sekil 7. 2. Asama toplam fenolik igerik i¢in hazirlanan gallik asit standart grafigi

2.6.2. Toplam Flavonoid Madde icerik Tayini

Kusburnu demleme numunelerinin ve ekstratlarinin toplam flavonoid madde
icerigini belirlemek i¢in 96 kuyucuklu plakaya uyarlanan aliiminyum kloriir kolorimetrik
analiz yontemi kullanildi (Beara vd., 2014). Yapilan bu metotta standart olarak Kuarsetin
kullanildi.

Cozeltilerin Hazirlanmast: %10 °luk Aliiminyum kloriir (AlCl3) ¢ozeltisi: Hassas
terazide 1 gram alliminyum kloriir tartildi. Falkon tiip icerisine alindi. Daha sonra ¢eker
ocakta hacmi yavas yavas saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti oda
sartlarinda saklandi.

1 mol/L Potasyum asetat (CH;COOK) c¢ozeltisi: Hassas terazide 0.9815 gram
potasyum asetat tartildi ve falkon tiip igersine alindi. Hacmi 10 mL’ye saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti oda sartlarinda saklandi.

Kuarsetin standart ¢ozeltisi: Standartlar ¢alismadan hemen Once taze olarak
hazirlandi. 10 mg Kuarsetin hassas terazide tartildi ve tlipe alindi. 80 ul saf etanol ile
¢ozdiiriildii tizerine 920 pl saf su eklenerek hacmi 1000 pl’ye tamamlandi. Elde edilen bu
cozeltiden %80’lik etanol ile 1000 pg/ml’lik stok standart ¢6zeltisi hazirlandi. Ardindan
10, 25, 50, 100, 200, 400, 600 pg/ml konsantrasyonlarinda %80’lik etanol seyreltme
yapilarak Kuarsetin standartlar1 hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Kusburnundan elde edilen demleme numune ve ekstraklar igin
gerekli seyreltmeler yapildi. Mikro plakaya numuneler ve standartlardan 30 pl koyuldu
daha sonra iizerine sirasiyla 80 pl metanol, 6 pl %10’luk aliiminyum kloriir, 6 pl 1 mol/l
potasyum asetat ve 125 pl ultra saf su ilave edildi. 96 kuyucuklu mikro plaka {izerine

pipetlemeler yapildiktan sonra karanlikta oda sicakliginda 40 dakika bekletildi ve
16



ardindan 415 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda kore kars1 okuma gergeklestirildi.

Kor olarak metanol kullanildi. Biitiin numuneler ve standartlar 3 tekrar olarak ¢aligildi.

Toplam Flavonoid Madde Miktari

y = 1E-04x + 0,0028
0,06 R?=0,9992

Absorbans (415nm)
o o
o o
w IS

o
o
N

o
o
e

0 100 200 300 400 500 600 700
Kuarsetin standart konsantrasyonlari pg/ml

Sekil 8. 1. Asama toplam flavonoid madde miktar1 i¢in hazirlanan kuersetin standart
grafigi

1,4
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Sekil 9. 2. Asama toplam flavonoid madde miktar1 i¢in hazirlanan kuersetin standart
grafigi

17



2.6.3. ABTS Radikali Yakalama Yontemi

ABTS radikali yakalama deneyi Kusburnundan elde edilen demleme numuneleri
ve ekstraktlar, 96-kuyucuklu mikro plakalar i¢in uyarlanan Silva yaénteminden modifiye
edilerek gergeklestirildi (Siva vd., 2007).

Cozeltilerin Hazirlanmasi: 7 mmol/l ABTS [2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
stilfonik asit] diamonyum tuzu) radikal ¢ozeltisi: Hassas terazide 38.4 mg ABTS tartildi
ve 10 ml saf suda ¢oziildii. 6.6 mg potasyum persiilfat (K,S,0g) hassas terazide tartildi
tizerine 10 ml saf su eklenerek ¢oziildii. Daha sonra hazirlanan bu iki ¢6zelti aliiminyum
folyo ile kaplanmis falkon tiipe aktarildi, kuvvetlice ¢alkalanarak karistirildi. Ardindan
oda sicakliginda 12 saat karanlikta ABTS radikalinin olusmasi i¢in bekletildi.

Troloks standart ¢ozeltisi hazirlama; Hassas terazide 10 mg troloks tartildi ve
falkon tiipe alinarak 1mL etanol igerisinde ¢oziidiirildii. Hacmi 10 mL’ye etanol ile
tamamlandi. Hazirlanan 1000 pg/m’lik stok ¢ozeltiden etanol ile gerekli seyreltmeler
yapilarak 5, 25, 50, 75, 100, 150, 200 pg/m’lik konsantrasyonlarinda standartlar
hazirland.

Deneyin Yapilisi: Kusburnundan elde edilen demleme numuneleri ve ekstraklar
icin gerekli seyreltmeler yapildi. Seyreltilen numuneler ve hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki standartlardan 8 pl, hazirlanan ABTS (Saf su ile seyreltilerek 734
nm dalga boyunda 0.7+0.02 Abs olarak ayarlandi) ¢ozeltisinden 230 pl 96 kuyucuklu
mikro plaka iizerine pipetlemeleri yapildi. Ardindan reaksiyonun gerceklesmesi i¢in
karanlikta 30°C’de 6 dakika beklendi. Standartlar ve numuneler 734nm dalga boyunda
kore karst mikro plaka okuyucuda okumasi yapildi. Kor olarak saf su kullanildi. Her bir

numune ve standartlar 3 tekrar olarak ¢alisildi.

0,6

0,5

E . y = -0,0024x + 0,5653
& R? = 0,9934
203
2
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<

0,1

0
0 50 100 150 200 250

Troloks Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 10. ABTS 1. Asama Troloks standart konsantrasyon grafigi
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Sekil 11. ABTS 2. Asama Troloks standart konsantrasyon grafigi

2.6.4. DPPH Radikali Yakalama Yontemi

Soler-Rivas vd. (2000) DPPH radikali yakalama yontemi 96 Kuyucuklu mikro
plakaya uyarlanarak, kusburnu demleme numuneleri ve ekstraktlarinin DPPH radikali
tizerindeki stipiirticii etkisi analiz edildi.

Cozeltilerin Hazirlanmasi: 90 umol/l DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal
¢ozeltisi; Analitik hassas terazide 8.9 mg DPPH tartildi. 25°1lik balon joje igersine alindi.
Bir miktar metanol ile ¢6zdiiriildii ve son hacmi metanol ile 25 mL ‘ye tamamlandi.
Hazirlanan reaktif aliiminyum folyo ile kaplanmis falkon tiip igersine alinarak karanlikta
saklandi.

Gallik asit standart ¢ozeltisi; Hassas terazide 10 mg gallik asit tartild1 ve falkon
tiipe alinarak bir miktar etanolle ¢ozdiiriildii hacmi 10 mL’ye etanol ile tamamlandi.
Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok ¢ozeltiden etanol ile gerekli seyreltmeler yapilarak 10,
20, 40, 50, 75, 100, 200 pg/ml konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Kusburnu demleme numune ve ekstraklar igin gerekli
seyreltmeler yapildi. Seyreltilen numuneler ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gallik
asit standartlar1 96 kuyucuklu plaka tizerine 10 pl pipetlendi. Daha sonra iizerlerine
sirastyla 100ul hazirlanmis olan DPPH c¢ozeltisi, 190ul ise metanol eklenerek pipetleme
islemi tamamlandi. Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in oda sartlarinda 1 saat karanlikta
bekletildi. 1 saatlik bekleme siiresi sonunda 515nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
kore kars1 okuma iglemi yapildi. Kor olarak saf su kullanildi. Her bir numune ve standart

3 tekrar olarak ¢alisildi.
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Sekil 12. DPPH 1. Asama Gallik asit standart konsantrasyon grafigi
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Sekil 13. DPPH 2. Asama Gallik asit standart konsantrasyon grafigi

2.6.5. FRAP Demir (Fe*®) Indirgeyici Gii¢ Tayini

Ahmed vd.’nin Demir 11l (Fe*®) Indirgeyici Gii¢ Tayini (FRAP) metodunun 96
kuyucuklu mikroplakaya uyarlanmasiyla yapilmistir. Deney de standart olarak troloks
kullanilmistir (Ahmed vd., 2015).

Cozeltilerin Hazirlanmasi: 300 mM Asetat tamponu: Analitik hassas terazide 0.775
gram Sodyum Asetat Trihidrat tartild1 ve 250 mL’lik balon jojeye alind1 bir miktar saf su
ile ¢ozdiiriildii. Ceker ocakta tizerine 4 mL Glasiyel Asetik Asit eklendi. Son hacmi saf
su ile 250 mL ‘ye tamamlandi. pH 3.60’ a ayarland.

40 mM Hidroklorik Asit (HC) ¢ozeltisi: %37’lik HCl( d:1.19)’ den 1.7 mL alind1

ve 500mL’lik balon joje icersine koyuldu. Ceker ocakta hacmi 500 mL’ye tamamlandi.
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10 MM TPTZ (2,4,6-Tri(pyridy)-S-triazine) ¢ozeltisi: Analitik hassas terazide 0.780
gram TPTZ tartildi ve 250 mL’lik balon jojeye alindi. Hacmi 40 mM HCl ile 250 mLye
tamamlandi.

20 mM Demir 3 Kloriir (FeCl3;6H,0): Hassas terazide 0.81 gram FeCl;6H,0
tartild1 ve 250 mL’lik balon jojeye alindi. Hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamland.

FRAP reaktifi hazirlama,; Sirasiyla 10:1:1 oraninda asetat tamponu, TPTZ ve
FeCl;6H,0 kanistirilarak reaktif hazirlandi.

Troloks standart ¢ozeltisi hazirlama; Hassas terazide 10 mg troloks tartildi ve
falkon tiipe alinarak 1mL etanol igerisinde ¢oziidiirildii. Hacmi 10 mL’ye etanol ile
tamamlandi. Hazirlanan 1000 pg/ml’lik stok ¢ozeltiden etanol ile gerekli seyreltmelerek
yapilarak 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 ve 400pg/ml konsantrasyonlarinda standartlar
hazirland.

Deneyin Yapilisi: Kusburnu demleme numune ve ekstraklar icin gerekli
seyreltmeler yapildi. Troloksdan hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki standartlar ve
seyreltilen numunelerden 25l alinarak 96 kuyucuklu mikro plakaya eklendi, lizerlerine
275ul hazirlanmis olan FRAP reaktifinden eklenerek pipetleme isleme plaka iizerinde
tamamlandi. Reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 30 dakika oda sicakliginda karanlikta
bekletildi. Bekleme siiresi sonunda 593nm dalga boyunda mikro plaka okuyucuda kore

kars1 okuma yapildi. Kor olarak saf su kullanildi. Her bir numune ve standartlar 3 tekrar

olarak caligildi.
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Sekil 14. FRAP 1. Asama Troloks standart konsantrasyon grafigi
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Sekil 15. FRAP 2. Asama Troloks standart konsantrasyon grafigi
2.7. HPLC Analizleri

2.7.1. HPLC Fenolik Bilesik Analizi

Kusburnu &rneklerinin fenolik bilesik analizi Giimiishane Universitesi Merkez
Laboratuvart Arastirma ve Uygulama Merkezinde Paje vd., 2022 yontemine gore
gerceklestirildi (Paje vd., 2022). HPLC analizi iginAgilent Infinity 1200 CA diod array
dedektorlii cihaz kullanildi. E.C. 250/4.6 Nucleosil 100-5 C18 HD kolon (Kat No: 720280
46) ile 400 bar basing altinda %90 oran1 %3 Asetik A+ Saf Su %10 oraninda %3 Asetik
Asit+ %25 ACN % Saf su karisiminda 1 mL/Dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Fenolik
bilesik analizinde standart olarak: Gallik Asit, Protokatekuik asit, Protokateuik aldehit,
Katesin, Vanilik asit, Kafeik asit, Syringik asit, Epikatesin, Vanilin, P-Kumarik asit,
Benzoik asit, Ferulik asit, Rutin, Rosmarinik asit, Kumarin, t- sinnamik asit, Kuarcetin
ve Kaemferol olmak {izere 18 bilesik ve vitamin C (Askorbik asit) kullanildi. Fenolik
igerik analizine ait HPLC Stanadrt kromatogrami ve kullanilan standartlar Sekil 16’da

verilmistir.
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Sekil 16. HPLC Standart Kromatogrami ve kullanilan standartlar

2.7.2. HPLC Askorbik asit (C Vit) Analizi

Kusburnu 6rneklerinin fenolik bilesik analizi Giimiishane Universitesi Merkez
Laboratuvart Aragtirma ve Uygulama Merkezinde gerceklestirildi. HPLC analizi
icinAgilent Infinity 1200 CA diod array dedektorlii cihaz kullanildi. E.C. 250/4.6
Nucleosil 100-5 C18 HD kolon (Kat No: 720280 46) ile 400 bar basing altinda metanol —
H20 (5:95, v/v) pH=3.00 (H3PO4) mobil fazinda 20 °C kolon sicakliginda (210-360 nm
dalga boyu arasinda gergeklestirildi. Akis hiz1 ImL/dk olarak ayarlandi (Oz vd., 2018).

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=360,100 (OSMANAKMESE26012022\CVIT100.D)
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Sekil 17. HPLC C vitamini standart diyagrami
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2.8. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal analizi i¢in agar diflizyon yontemi kullanildi. Bu yontemde yaygin
olarak kullanilan gram pozitif Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylus aureus ATCC
25923 Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Esherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC43288, Proteus vulgaris ATCC 13315, Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911 suslari se¢ildi. Petri kab1 besiyeri tizerine steril delik agici
kullanilarak 6 mm capinda delikler agildi. Her bir delige numunelerden 50 YL 6rnek
pipetlendi ve orta delige yine ayni hacimde kontrol olarak Ampisilim yiiklendi. Petri
kaplar1 oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra inkiibatdrde 37 °C sicaklikta bir gece
inkiibasyona birakildi. Inhibisyon zonu parametreleri bir kumpas yardimu ile dlgiilerek

degerlendirildi.
2.9. Istatistik

Sonuglar SPSS programinda One-Way Anova testi ile hesaplanmistir. Gruplar

arasindaki karsilastirmalar i¢in Tukey Testi kullanilmastir.
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3. BULGULAR

3.1. Fenolik Madde Miktar1 Sonuclari
Kusburnu firiinlerinin ve ekstraktlarimin DPPH analizlerine ait 1. ve 2. Asama

verileri ve karsilastirmalar1 Sekil 18-21°de ve Tablo 4’te verilmistir.

Fenolik Madde Miktar: 1. Asama

1000

891,97
914,59

900

800

700

600

500

400

Konsantrasyon(GAE pg/mL)

300

200
100
0
30 Dakika 60 Dakika 90 Dakika 120 Dakika 5 saat 6 saat
BKK mTK1

Sekil 18. 1.Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore fenolik madde
miktarlart (KK: kurutulmus kusburnu; TK1: Taze kusburnu)

Sekil 17°de goriildiigii tlizere kurutulmus ve taze kusburnundan yapilan
demlemeler demleme zamanina gore artig gostermistir. Ayrica kurutulmus kusburnundan
elde edilen demleme numunelerinin zamana gore artisi taze kusburnundan elde edilen

demleme numunelerine oranla daha yiiksek fenolik madde miktarina sahiptir.



Fenolik Madde Miktar: 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri
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Sekil 19. 1. ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore fenolik
madde miktarini grafigi (KK-1l.asama: kurutulmus kusburnu, KK4+: 3 ay
boyunca +4 0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon: Kurutulmus
kusburnu demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus oOrnegi; TK1: Taze
kusburnu ilk asama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus ornegi,
TKDd: Taze kugburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki 6rnegi TDKKk: Taze
dondurulmusg kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rnegi.

Fenolik Madde Miktar: 1. ve 2. Asama Demleme Numunelerinin Sonuclari

Tablo 4. 1. ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore Fenolik
Madde miktarlari

Demleme Uriinleri

Sire i KK+4 KﬁoDrfm TKL TD3ay TKDd TDKK
165.8
30 Dk 336.8" 101.6 64.00) a,c,d,e, 116.9 42.80 181.6
a.b.efg ; a.b.efg a,c,def
243.1
60 Dk 464.70 144.3 80.7) a,c,d,e, 157.1 45.80 292.9
a.b.efg ; a.b.efg a,c,def
90 Dk 568.5() 182.50 85.3") 27480 220.7"  67.100 32540
321.6
120 Dk 629.30 238.3 127.60 a.c.d.e. 236.2 74.70 353.7
a.b.e.f.g f a.b.e.f.g a.cde.f
. 479.5 . 447.4 . . 434.6
* * @) *)
5 saat 891.9 adef 185.1 adef 300.3 75.7 adef
447.6 470
6 saat 914,50 599.2() 216.1  ac.de 35220 847"
f a.c.d.ef

(*): Tim gruplara gore anlamli farklilik; a: KK’ya gore; b:TK1’e gore; c: KK+4’e gore;
d:TD3ay’a gore; e: KKDemdon’a gore; f: TKDd’ye gore; g: TDKk’ya gore anlamli
farklilik. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 4’te goriildigi tizere kurutulmus kusburnu (KK) fenolik icerik degerleri
tim zaman dilimlerinde diger numunelerdeki esdegerlerine gore daha yiiksek
bulunmustur. Bunu +4 °C de 3 ay bekletilmis kurutulmus kusburnu (KK +4 °C) ve
ardindan taze kusburnu (TK1) izlemektedir. Hem kurutulmus kusburnundan demlenmis
ve ardindan 3 ay dondurulmus (KKdem don) hem de taze kusburnunun demlenmis
ardindan 3 ay dondurulmus (TKDd) 6rneklerinin en diisiik fenolik igerige sahip oldugu
tespit edilmistir.

Fenolik Madde Miktar 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri

1000
900 — m— KK
800 / KK+4
700 KKDem don
600 / TK1

400 // j
e
300
200 -
/
100 - ————

0 T T T T T 1

30 Dakika 60 Dakika 90 Dakika 120 Dakika 5 saat 6 saat
Siire

Sekil 20. 1. Ve 2. Asama farkli kugburnu meyvelerinin demleme siirelerine gére fenolik
madde miktarinin zamansal egim grafigi (KK-1.asama: kurutulmus kusburnu,
KK4+: 3 ay boyunca +4 0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon:
Kurutulmus kusburnu demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi TK1: Taze
kusburnu ilk agama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi TKDd:
Taze kusburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki Ornegi TDKk: Taze
dondurulmus kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rneginin 6rnegi)

konsantrasyon (GAE pg/mL)

Fenolik Madde Miktar 1. ve 2. Asama Ekstraktlar

Fenolik Madde Ekstraktlar

M etanolik
H sulu

(o]

6785 b.c.d

(o)}
1

S
1

2773 a.c.d

Konsantrasyon GAE
(pg/mL)

N
1

0 -

I. Asama Ekstraktlar Il. Asama

Sekil 21. Sulu ve etanolik ekstraktlarin fenolik madde miktarlar1 (1. Asama: Kurutulmus
kusburnu ekstrakti etanolik ve sulu; 2. Asama: birinci asamada kullanilan
ekstraktin dondurulmus hali) a: Fenolik madde etanolik ektrakt 1.asamaya gore;
b: Fenolik madde sulu ektrakt 1. asamaya gore; c: Fenolik madde etanolik ektrakt
2. asamaya gore d: Fenolik madde sulu ektrakt 2. agsamaya gore anlamli farklilik.
P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 20°de goriildiigii tizere kurutulmus kusburnu numunesinden elde edilen
ekstraktlardan etanolik kusburnu ekstrakti sulu ekstrakta gére daha yiiksek fenolik madde
miktarina sahiptir. Bunun yani sira dondurulmus ekstraktlarin ise fenolik madde
miktarinda azalma goriilmektedir. Etanolik ekstraktin dondurulmasinda goriilen diisiis ise

sulu ekstrakta gore daha azdir.

3.2. Flavonoid Madde Miktari

Flavonoid madde miktar1 demleme Orneklerine ve ekstraktlara ait flavonoid madde

miktar1 Sekil 22-25’te ve Tablo 5’te sunulmustur

Flavonoid Madde Miktar: 1. Asama Demleme Numuneleri

Flavonoid Madde Miktar1 Demleme 1. Asama
8000

7000 6730
6000
5000
4000

3000

Konsantrasyon (QE pg/mL)

2000

1000

30 Dakika 60 Dakika 90 Dakika 120 Dakika 5 saat 6 saat

mKK mTK1

Sekil 22. Farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore flavonoid madde
miktarlari

Sekil 21’de gorildigi tlizere kurutulmus ve taze kusburnundan yapilan

demlemelerde kendi iclerinde demleme zamanlarina gore flavonoid madde miktarinin

artist  goriilmektedir. Ayrica kurutulmus kusburnundan elde edilen demleme

numunelerinin zamana gore artis1 taze kusburnundan elde edilen demleme numunelerine

oranla daha yiiksek flavonoid madde miktarma sahiptir. Taze kusburnu demleme

ornekleri 2. saatten sonra dramatik bir artis gdstermektedir.
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Flavonoid Madde Miktar: 2. Asama Demleme Numuneleri

Flavonoid Madde Miktar 1. ve 2. Asama

8000 m30 Dakika

2000 H 60 Dakika
- m 90 Dakika
}E‘, 6000 120 Dakika
,f," 5000 W5 saat
g
= B 6 saat
o 4000
@
(0]
s 3000 -
c
a
S 2000 -
b4

1000 -

O 4
KK KK+4 KKDem TK1 TD 3ay TKDd TDKk
don .
Kugburnu Ornekleri

Sekil 23. 1. Ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore flavonoid
madde miktarlar1 (KK-1.asama: kurutulmus kusburnu, KK4+: 3 ay boyunca +4
0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon: Kurutulmus kusburnu
demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi; TK1: Taze kusburnu ilk
asama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi, TKDd: Taze
kusburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki Ornegi TDKk: Taze
dondurulmusg kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus drnegi)

Flavonoid Madde Miktar: 1. ve 2. Asama Demleme Numunelerinin Sonuglar

Tablo 5. 1. ve 2. Asama farkli kugburnu iiriinlerinin demleme siirelerine gore flavonoid
madde miktarlari

Demleme Uriinleri

Siire KK+4
KK  °C goiDem TK1 TD3ay TKDd TDKk
30 Dk « 15125 1403 (*) « 116.8 1379.1
2010 ab.def ab.cdg 740 431.7 a,b,c,d,g a.b.def
60 Dk « 1590.8 1457 " " 1226 1515
30457 bdfe abcdg 0 490 abcd g  abdfe
90 Dk « 17227 1955 . « 1319 1620
4907 L hdef abed 2200 90990 pcd abdef
120Dk 5210® 17516 24291 1435 63700 1577 1810.5
a.bdef ab.cdg a.c.d.ef. ' a.b.c.d.g a.b.de.f
5saat 5470 19883  255.3 1957.5  ooogw 1942 1862.7
a.d.ef. a.b.c.dg a.d.ef. ' a.b.c.d.g a.d.ef
ab.def ab.cdg 2735 709.4 a.b.cd,g a.b.def

(*): Tiim gruplara gore anlamli farklilik; a: KK’ya gore; b:TK1’e gore; ¢: KK+4’e gore;
d:TD3ay’a gore; e: KKDemdon’a gore; f: TKDd’ye gore; g: TDKk’ya gore anlamli
farklilik. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 5’te goriildiigii tizere kurutulmus kusburnu (KK) flavonoid igerik degerleri
tiim zaman dilimlerinde diger numunelerdeki esdegerlerine gore anlamli derecede daha
yiiksek bulunmustur. Bunu +4 °C de 3 ay bekletilmis kurutulmus kusburnu (KK +4 °C)
ve ardindan taze kusburnu (TK1) izlemektedir. Hem kurutulmus kusburnundan
demlenmis ve ardindan 3 ay dondurulmus (KKdem don) hem de taze kusburnunun
demlenmis ardindan 3 ay dondurulmus (TKDd) 6rneklerinin en diisiik flavonoid igerige

sahip oldugu tespit edilmistir.

Flavonoid Madde Miktart 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri

8000
w m— K
(=] e KK +4
= 6000 // = KKDem don
o —~
S 4 —TK 1
8 % 4000 ~ 1D 3ay
g / —TKDd
o
~
0 T T T T T 1
30 Dakika 60 Dakika 90 Dakika 120 Dakika 5 saat 6 saat
Zaman

Sekil 24. 1. ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gére flavonoid
madde miktarlarinin zamansal egimi grafigi (KK-l.asama: kurutulmus
kusburnu, KK4+: 3 ay boyunca +4 0C de beklemis kurutulmus kusburnu;
KKDemdon: Kurutulmus kugsburnu demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus
ornegi; TK1: Taze kusburnu ilk asama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay
dondurulmus o6rnegi, TKDd: Taze kusburnu demleme numunelerinin 3 ay
sonraki 6rnegi; TDKk: Taze dondurulmus kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus
ornegi)

Flavonoid Madde miktari 1. ve 2. Asama Ekstraktlar

. Flavonoid Madde Miktari Ekstraktlar
32440 b,c,d .
g R W ETHANOLIK mSULU
&g 30
£
€ E
gl.l.l 20
52
9250 a.c.d
10 5601
i
. | [—
1. Asama Ekstraktlar 2. Asama

Sekil 25. 1. ve 2. Asama etanolik ve sulu kusburnu ekstraktlar1 Flavonoid madde
miktarlari (1. Asama: Kurutulmus kusburnu ekstrakti etanolik ve sulu; 2. Asama:
birinci asamada kullanilan ekstraktin dondurulmus hali) a: Fenolik madde
etanolik ektrakt 1.asamaya gore; b: Fenolik madde sulu ektrakt 1. agsamaya gore;
c: Fenolik madde etanolik ektrakt 2. asamaya gore d: Fenolik madde sulu ektrakt
2. agamaya gore anlaml farklilik. P<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi
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Sekil 25’te gorildiigii tizere kurutulmus kusburnu numunesinden elde edilen
ekstraklardan etanolik kusburnu ekstrakti1 sulu ekstrata gore daha yiiksek flavonoid madde
miktarina sahiptir. Bunun yani sira dondurulmus ekstraktlarin ise flavonoid madde
miktarinda azalma goriilmektedir. Dondurulmus ekstraktlar da ise flavonoid madde

miktar diisiisii sulu ekstrakttan daha fazladir.

3.3. ABTS Radikal Yakalama Yontemi Sonug¢lar

ABTS analizlerine ait 1. ve 2. Asama verileri ve karsilastirmalar1 Sekil 26-29°da ve
Tablo 7°de verilmistir.

ABTS 1. Asama Demleme Numuneleri

ABTS 1. Asama

3000

2452,5

2500

2000

1500

1000

Konsantrasyon Troloks (pug/mL)

500

30 Dakika 60 Dakika 90 Dakika 120 Dakika 5 saat 6 saat

B KK ®TK1

Sekil 26. 1.Asama farkli kugburnu meyvelerinin demleme siirelerine gére ABTS degerleri
(KK: kurutulmus kusburnu; TK1: Taze kusburnu)

Sekil 25’de goriildiigii lizere kurutulmus ve taze kusburnundan yapilan
demlemeler kendi i¢inde demleme zamanlarina gére ABTS yakalama radikali miktarinin
artis1  gorlilmektedir. Ayrica kurutulmus kusburnundan elde edilen demleme
numunelerinin zamana gore artigi taze kusburnundan elde edilen demleme numunelerine
oranla daha yiliksek ABTS yakalama radikali miktarina sahiptir. 5. ve 6. saatlerde
dramatik bir artig goriilmektedir.
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ABTS 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri

ABTS 1. ve 2. Asama

3000
2500
W 30 Dakika
S 2000
§ B 60 Dakika
£ 1500 _
5 m 90 Dakika
c
S 1000 = 120 Dakika
500 M 5 saat
0 M 6 saat

KK KK+4 KKDem TK1 TD 3ay TKDd TDKk

don pemleme Uriinleri

Sekil 27. 1. Ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gére ABTS
degerleri grafigi (KK-1.asama: kurutulmus kusburnu, KK4+: 3 ay boyunca +4
0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon: Kurutulmus kusburnu
demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi TK1: Taze kusburnu ilk
asama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi, TKDd: Taze
kusburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki Ornegi; TDKk: Taze
dondurulmus kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rnegi)

ABTS 1. ve 2. Asama Demleme Numunelerinin Sonuclari

Tablo 6. 1. ve 2. Asama farkli kugburnu tiriinlerinin demleme siirelerine gore

ABTS degerleri
Demleme Uriinleri (ug/mL)
KKDem
Sire KK KK+4 don  TKI  TD3ay TKDd TDKKk
30Dk 040 180 280 95 577000 o569 33320

acdfg a.c.dfg

sopk L4L5 5678 79505 8129 7569 oy 7840
abdf ace a.c.e a.c.e a.c.e
00Dk  2085©) 697.10 8077 1005t g3320) 527,80 8806
a.b.cd a.b.c,d

606.4
120Dk 2163 7856() go102 o>l o AL g 9479
a.cdef ac,e f a.c.ef
22545 9945  993.22 - 9765 - 9720
Ssaat ab.cf abcf 1362 a.b.c.f 802.5 a.b.c.f
24525 9999  997.9 - 9857 - 9792
6saat (4 abf  abf 138177 opf 873.0° bf

(*): Tum gruplara gore anlamli farklilik; a: KK’ya gore; b:TK1’e gore; ¢: KK+4’e gore;
d:TD3ay’a gore; e: KKDemdon’a gore; f: TKDd’ye gore; g: TDKk’ya gore anlamli
farklilik. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

32



Tablo 6°da goriildiigii tizere kurutulmus kusburnu (KK) ABTS degerleri tiim
zaman dilimlerinde diger numunelerdeki esdegerlerine gore daha yiiksek bulunmustur.
Bunu +4 °C de 3 ay bekletilmis kurutulmus kusburnu (KK +4 °C) ve ardindan taze
kusburnu (TK1) izlemektedir. Hem kurutulmus kusburnundan demlenmis ve ardindan 3
ay dondurulmus (KKdem don) hem de taze kusburnunun demlenmis ardindan 3 ay
dondurulmus (TKDd) o6rneklerinin en diisiik ABTS radikal yalama degerlerine sahip
oldugu tespit edilmistir.

ABTS 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri

ABTS 1. ve 2. Asama

3000 KK

e K +4
e e KKDem don

e e—TK1

2000

1500 == TKDd

1000 —/ — TDKK
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2500

Konsantrasyon

30 Dakika 60 Dakika 90 Dakika 120 Dakika 5 saat 6 saat

Sekil 28. 1. Ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine géore ABTS
degerlerinin zamansal egim grafigi (KK-1.asama: kurutulmus kusburnu,
KK4+: 3 ay boyunca +4 0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon:
Kurutulmus kusburnu demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi TK1:
Taze kusburnu ilk agsama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi
TKDd: Taze kusburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki 6rnegi TDKKk:
Taze dondurulmus kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rneginin 6rnegi)

ABTS 1. ve 2. Asama Ekstraktlar

ABTS Ekstraklar . .
30000 etanolik

25027 b.c.d
25000 -+ Hsulu

20000 - 18270,25

15000 -

10000 - 7782,2 a.c.d

Konsantrasyon
(troloks pg/mL)

5445,56
5000 -

I. Asama Il. Asama
Ekstraktlar

Sekil 29. 1. ve 2. Asama etanolik ve sulu kugsburnu ekstraktlart ABTS yakalama radikali
(1. Asama: Kurutulmus kusburnu ekstrakti etanolik ve sulu; 2. Asama: birinci
asamada kullanilan ekstraktin dondurulmus hali) a: Fenolik madde etanolik
ektrakt 1.asamaya gore; b: Fenolik madde sulu ektrakt 1. asamaya gore; C:
Fenolik madde etanolik ektrakt 2. asamaya gore d: Fenolik madde sulu ektrakt
2. asamaya gore anlamli farklilik. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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Sekil 28’de goriildiigii tizere kurutulmus kusburnu numunesinden elde edilen
ekstraktlardan etanolik kusburnu ekstrakti sulu ekstrakta gore daha yiiksek ABTS radikali
yakalama miktarina sahiptir. Bunun yan1 dondurulmus ekstraktlarin ise ABTS radikali

yakalama miktarinda azalma goriilmektedir.

3.4. DPPH Radikal Yakalama Yontemi Sonuclar
DPPH analizlerine ait 1. ve 2. Asama verileri ve karsilastirmalar1 Sekil 30-3°te ve
Tablo 7°de verilmistir.

DPPH 1. Asama Demleme Numuneleri

DPPH
1000

874,75
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800
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Sekil 30. 1. Asama Farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gére DPPH
degerleri (KK: kurutulmus kugsburnu demleme; TK1 Taze kusburnu demleme)

Sekil 29’da goriildiigii lizere kurutulmus ve taze kusburnundan yapilan
demlemeler kendi i¢cinde demleme zamanlarina gére DPPH yakalama radikali miktarinin
artist  goriilmektedir. Ayrica kurutulmus kusburnundan elde edilen demleme
numunelerinin zamana gore artisi taze kusburnundan elde edilen demleme numunelerine

oranla ciddi bir DPPH yakalama radikali miktarina sahiptir degildir.
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DPPH 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri

DPPH 1. ve 2. Asama
m 30 Dakika
1000 W 60 Dakika
900 m-90-Dakika
3800 M 120 Dakika
% 200 M 5 saat
3— M 6 saat
é 600
c
% 500
£ 400
[
3
9 300
2
200
100
0
KK KK+4 KKDem don TK1 TD 3ay TKDd TDKk
Demleme Uriinleri

Sekil 31. 1. Ve 2. Asama farkli kugburnu meyvelerinin demleme siirelerine gére DPPH
degerleri grafigi (KK-1.asama: kurutulmus kusburnu, KK4+: 3 ay boyunca +4
0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon: Kurutulmus kusburnu
demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi TK1: Taze kusburnu ilk
asama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi, TKDd: Taze
kugburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki o©rnegi; TDKk: Taze
dondurulmus kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rnegi)

DPPH 1. ve 2. Asama Demleme Numunelerinin Sonug¢lari

Tablo 7. 1. ve 2. Asama farkli kugburnu iiriinlerinin demleme siirelerine gére DPPH

degerleri
Demleme Uriinleri
Siire
KK KK+4 go’f]Dem TK1  TD3ay TKDd  TDKk
2 04 . 5 (*) (*) 1 9 6 . 5 (*) (*) (*)
30 Dk cdefg 163.4 77.4 cdefg 383.1 102.6 236.2
60 Dk 733.2  466.00 110.3 595.7  507.5)  139.00 291.30
739 583.8 133.6 730.2 558.2 145.2 .
*)
90 Dk cdefg abefg abcdg cdefg abefg abcdg o2t
775 665.3 * 741.7 682.2 153.0  362.50
120 Dk cdefg ab.efg 201.3 cdefg ab.efg
5 saat 8747  800.4¢ 2098  7697¢) 8395 2246 396,00
a.b.c.d.g a.b.c.d.g
906™ 862.0 309.4% 788200 8708 24840 419.9
6 saat a.b.efg a.b.efg

(*) : Tim gruplara gore anlamh farklilik; a: KK’ya gore; b:TK1’e gore; c:KK+4’e
gore;d:TD3ay’a gore; e: KKDemdon’a gore; £ :TKDd’ye gore; g :TDKk’ya gore anlaml
farklilik. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 7°de goriildiigii tizere kurutulmus kusburnu (KK) DPPH degerleri tiim
zaman dilimlerinde diger numunelerdeki esdegerlerine gore daha yiiksek bulunmustur.
Bunu +4 °C de 3 ay bekletilmis kurutulmus kusburnu (KK +4 °C) ve ardindan taze
kusburnu (TK1) izlemektedir. Hem kurutulmus kusburnundan demlenmis ve ardindan 3
ay dondurulmus (KKdem don) hem de taze kusburnunun demlenmis ardindan 3 ay
dondurulmus (TKDd) 6rneklerinin en diisiik DPPH radikal yakama degerlerine sahip
oldugu tespit edilmistir.

DPPH 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri
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Sekil 32. 1. Ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine géore DPPH
degerlerinin zamansal egim grafigi (KK-1l.asama: kurutulmus kusburnu,
KK4+: 3 ay boyunca +4 0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon:
Kurutulmus kusburnu demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi TK1:
Taze kusburnu ilk asama; TD 3ay: Taze kugsburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi
TKDd: Taze kusburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki 6rnegi TDKK:
Taze dondurulmus kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rneginin 6rnegi)

DPPH 1. ve 2. Asama Ekstraktlar
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Sekil 33. 1. ve 2. Asama etanolik ve sulu kusburnu ekstraktlart DPPH yakalama radikali
(1. Asama: Kurutulmus kusburnu ekstrakti etanolik ve sulu; 2. Asama: birinci
asamada kullanilan ekstraktin dondurulmus hali) a: Fenolik madde etanolik
ektrakt l.asamaya gore; b: Fenolik madde sulu ektrakt 1. asamaya gore; C:
Fenolik madde etanolik ektrakt 2. asamaya gore d: Fenolik madde sulu ektrakt
2. agamaya gore anlamli farklilik. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Sekil 32’de gorildigi tizere kurutulmus kusburnu numunesinden elde edilen
ekstraktlardan etanolik kusburnu ekstrakti sulu ekstrakta gore daha yiiksek DPPH radikali
yakalama miktarina sahiptir. Bunun yani sira dondurulmus ekstraktlarin ise DPPH
radikali yakalama miktarinda azalma goriilmektedir. Dondurulmus ekstraktlar da goriilen

diistis ise sulu ekstraktta daha fazladir.

3.5. FRAP Demir (Fe*®) indirgeyici Gii¢c Tayini Sonuclar
FRAP analizlerine ait 1. ve 2. Asama verileri ve karsilastirmalar1 Sekil 34-37°de ve

Tablo 8’de verilmistir.

FRAP 1. Asama Demleme Numuneler
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Sekil 34. 1. Asama Farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore FRAP
degerleri (KK: kurutulmus kusburnu demleme; TK1 Taze kusburnu demleme

FRAP 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri
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Sekil 35. 1. Ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gére FRAP
degerleri grafigi (KK-1.asama: kurutulmus kusburnu, KK4+: 3 ay boyunca +4
0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon: Kurutulmus kusburnu
demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi; TK1: Taze kusburnu ilk
asama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi, TKDd: Taze
kusburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki Ornegi TDKKk: Taze
dondurulmus kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rnegi)
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FRAP 1. ve 2. Asama Demleme Numunelerinin Sonuclart

Tablo 8. 1. ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore FRAP
degerleri

Demleme Uriinleri

Siire KKDem
KK KK+ dn  TKL  TD3ay TKDd _ TDKK
oo« 31486 784 4573 14914 962 2413 1191
) ab.efg abcdg © abef abcdg abef
50423  84.37 81.3 23018 1145  42.76 .
(*)
60Dk ab.fg abdg O abfg abcdf 00
90Dk 59280 1492 08.90 53410 1739 4750 229709
a.b.ef,g a.b.ef.g
80346 1722 . 54094 2075 . .
*) (*) (*)
120Dk o et 10270 Sbefg 52920 2573
11972 35901 o 55067 2757 - 3058
csaat abef 1347 o abcef 8487 ab.ef
6saat 00 41460 1950 60690 20 . 9250 ¥

(*) : Tim gruplara gore anlaml farklilik; a: KK’ya gore; b:TK1’e gore; c:KK+4’¢e gore;
d:TD3ay’a gore; e: KKDemdon’a gore; f :TKDd’ye gore; g :TDKk’ya gore anlamli
farklilik. p<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Tablo 8’de goriildiigii izere kurutulmus kugburnu (KK) FRAP degerleri degerleri
tim zaman dilimlerinde diger numunelerdeki esdegerlerine gore daha yiiksek

bulunmustur.

FRAP 1. ve 2. Asama Demleme Numuneleri
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Sekil 36. 1. Ve 2. Asama farkli kusburnu meyvelerinin demleme siirelerine gore FRAP
degerlerinin zamansal egim grafigi (KK-1.asama: kurutulmus kusburnu, KK4+:
3 ay boyunca +4 0C de beklemis kurutulmus kusburnu; KKDemdon:
Kurutulmus kusburnu demleme numunelerinin 3 ay dondurulmus 6rnegi TK1:
Taze kusburnu ilk asama; TD 3ay: Taze kusburnunun 3 ay dondurulmus 6rnegi
TKDd: Taze kugburnu demleme numunelerinin 3 ay sonraki 6rnegi TDKk: Taze
dondurulmusg kusburnunun 3 ay sonra kurtulmus 6rnegi
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FRAP 1. ve 2. Asama Ekstraktlar

FRAP Ekstraktlar
EETHANOLIK  mSULU
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Sekil 37. 1. ve 2. Asama etanolik ve sulu kusburnu ekstraktlar1 FRAP Demir (Fe*®)
Indirgeyici Gii¢ miktarlar1 (1. Asama: Kurutulmus kusburnu ekstrakt1 etanolik
ve sulu; 2. Asama: birinci agamada kullanilan ekstraktin dondurulmus hali) a:
Fenolik madde etanolik ektrakt 1.asamaya gore; b: Fenolik madde sulu ektrakt
1. asamaya gore; c: Fenolik madde etanolik ektrakt 2. asamaya gore d: Fenolik

madde sulu ektrakt 2. asamaya gore anlamli farklilik. P<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

I
N B~ OO

Konsantrasyon
troloks (mg/mL)
S

o N B OO0

Sekil 36°da gorildiigi ilizere kurutulmus kusburnu numunesinden elde edilen
ekstraktlardan etanolik kusburnu ekstrakti sulu ekstrakta gore daha yiiksek FRAP Demir
(Fe*®) Indirgeyici Gii¢ miktarma sahiptir. Bunun yani sira dondurulmus ekstraktlarin ise

FRAP Demir (Fe*®) indirgeyici Gii¢ miktarinda azalma goriilmektedir.

3.6. HPLC Analizi:

3.6.1. Fenolik I¢erik Analizi
Ekstraktlarda fenolik igerige ait veriler Tablo 9’da gosterilmistir.

Tablo 9. Etanolik Ekstrakt ve Sulu Ekstraktlarin Fenolik Bilesik Analizi

Fenolik Bilesikler Ekstraktl Ekstrakt2 Ekstrakt3
(ng/g ekstrakt) +40C Oda Sicaklig Sulu
Etanolik Etanolik
Gallik Asit 19.905 12.19 21.60
H. Benzoik Asit 177.48 112.74 -
Protokatekuik Asit 53.136 13.22 -
Katesin 428.53 661.42 125.26
Epikatesin 93.40
Rutin 111.31 121.18 7.62
Kuersetin 113.65 132.01 75.33
P Kumarik asit 14.01
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3.6.2. C Vitamini Analizi
HPLC ile demleme iiriinlerinde demleme siirelerine gore tespit edilen C vitamin

degerleri Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. Kusburnu Gruplarinda C Vitamini Degerleri pg/mL

Siire TK1 D D1 DD2 KK KD

30 Dk 16.61 8.52 5.49 5.99 34.41 9.13

60 Dk 24.80 16.31 11.76 7.11 44.73 26.31
90 Dk 30.87 19.65 14.89 19.37 51.20 30.16
120 Dk 34.81 23.19 16.41 25.41 57.87 39.16
5 Saat 47.35 33.30 33.70 35.22 82.04 56.86
6 Saat 55.55 38.46 35.52 30.57 83.56 61.31

TK1: Taze kusburnu; TD: taze dondurulmus kusburnu; D1: dondurulmus kusburnu DD2:
dondurusmus kusburnu demleme numunesi dondurulmas: KK: Kurutulmus kusburnu,
KD: kurutulmus dondurulmus kusburnu

Tablo 11°de goriildiigi iizere en yiiksek C vitamini diizeyleri kurutulmus kusburnu
kurutulmus dondurulmus kusburnu demleme {iriinlerinde tespit edilmistir. Bununla

beraber tiim orneklerde demleme siirecince C vitamini degerlerinin arttig1 goriilmektedir.

Tablo 11. Sulu ve Etanolik ekstraktlarin C vitamini degerleri

C vitamini Sulu Ekstrakti Etanolik Ekstrakti
(ng/g Ekstrakt) (ng/g Ekstrakt)

1. Okuma 4941.95 18893.84

Okuma 4295.56 14164.57

Fark (%) -% 14 -% 26

Birinci okumada kurutulmus kusburnu numunelerinin, ikinci okumada ise
kurutulmus dondurulmus kusburnu numunelerinin sulu ve etanolik ekstraklarinda C
vitamini degerleri verilmistir. Kurutulmus dondurulmus kusburnu ekstraktlarinin 3 aylik

siire sonunda belirgin bicimde azalma gostermistir.

3.7. Antimikrobiyal Aktivite Analiz Sonuc¢lari
Kusburnu demeleme {irlinlerinin  hi¢birinde antimikrobiyal aktivite tespit
edilememistir. Bununla beraber kusburnu iirlinlerinin etanolik ve sulu ekstraktlarinda

antimikrobiyal aktivite gozlenmistir (Tablo 12)
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Tablo 12. Ekstraktlara ait antimikrobiyal aktiviteler

, Oda
DK tade Sicakliginda TD
Kurutulmug

Mikroorganizma Kusburnu Kusburnu Bekleyen Kurutulmus

Ekstrakti Kurutulmus Kus.  Kus. Ekstrakti

Ekstrakti
Ekstrakti

EtE  SuE EtE SuE EtE SuE EtE SuE
Bacillus subtilis 10mm 12mm  7mm
ATCC 6633
Staphylus aureus 15mm 6mm 6mm 6mm 10mm 6mm
ATCC 25923
Streptococcus. émm  6mm  15mm 7mm 11mm 9mm
pyogenes
ATCC 19615
E. coli ATCC 30mm 7mm 7mm 8mm 17mm
25922
P. aeruginosa 10mm 16mm  10mm  6mm 8mm 18mm  12mm
ATCC43288
Proteus vulgaris 8mm 6mm 17mm
ATCC 13315
Y. 6mm 6mm
pseudotuberculosis
ATCC 911

(EtE; Etanolik esktrakt, SUE; sulu ekstrakt)

Sekil 38. Ekstraktlarda antimikrobiyal aktivite (E coli)

Sekil

39. Demeleme iiriinlerinde antimikrobiyal aktivite (P. Aeroginosa)
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4. TARTISMA

Oksdatif stres reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki hassas dengenin oksidan sistemler lehine bozulmasi sonucu
ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur (Kiling vd., 2020). Oksidatif stresin baslica
sorumlulart olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) gosterilmektedir. Kanser, hipertansiyon,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ROS’un baslica patolojik etkileri arasinda
say1lmaktadir (Di Meo vd., 2016; Aggrawal vd., 2019).

Tibbi ve aromatik bitkiler eski zamanlardan beri tedavi amagli olarak
kullanilmaktadir. Bu bitkiler sadece saglik alaninda degil kozmetik, ticari i¢ecekler diger
gida maddeleri, eczacilik, boya, ziraat gibi cesitli alanlarda da yaygin olarak
kullanilmaktadir (Goktas ve Gidik. 2019).

Bitki sekonder metabolitleri olarak bilinen gesitli fitokimyasallar bitkilerin biiyiime
ve gelismeleri, ¢evreye adaptosyanlari, savunma mekanizmalar1 ve diger fonksiyonel
ozellikleri ile kendilerine avantaj kazandiran bilesiklerdir. Fenolik bilesikler/polifenoller
bitki sekonder metabolitleri i¢cinde énemli yer tutan fitokimyasallardir. Bu bilesiklerin
onemli bir kismu yiiksek antioksidan, antidiyabetik, anti-inflamatuar, antimikrobial,
antikanser, lipid diisiiriicii, anjiogenezi inhibe edici etkilere sahiptir (Teoh, 2016).

Rosaceae familyas1 diinya genelinde yaygin bir dagilima ve oldukg¢a genis
cesitlilige sahiptir. Avrupa Kuzey Amerika, Ortadogu ve Asya’da dagilim gosteren
100’den fazla tiirii s6zkonusur Avrupa’da Rosa canina, en fazla bulunan ve Rosaceae
familyasinin iizerinde en fazla ¢aligma yapilan tliriidiir (Marmol vd., 2017). Yalanci
meyve olarak da ifade edilen kusburnu meyveleri sonbahar aylarinda olgunlasir.
Kiilttirlere gore halk arasinda ¢ay, regel, meyve suyu ve jole gibi farkl gida tiiketim
tirtinleri olusturulmustur. Sahip oldugu yiiksek C vitamini igerigi basta olmak iizere ¢esitli
fenolik bilesikler ve vitaminler sayesinde gerek meyveleri gerekse c¢ekirdekleri
geleneksel tipta 6zellikle soguk alginligi ve buna bagli olusan inflamasyonun tedavisinde
fonksiyonel bir gida olarak uzun siireden beri kullanilmaktadir (Marmol vd. 2017).

Kusburnunun bu sekilde kolay elde edilebilirliligi, islem gerektirmeden dogal
bicimde dogrudan c¢ay seklinde kullanilabilirligi antioksidan 6zelliklerinden yararlanim
i¢in dnemlidir. Ulkemizde 6zellikle Anadolu’nun bazi kirsal blgelerinde yaygin bigimde
demliklerde uzunca siire kaynatilarak ¢ay seklinde tiikketilmektedir. Hatta zaman zaman

tizerine su ilave edilerek ertesi giin de kullanilmaya devam edilebilmektedir. Demlenen



kusburnu ¢aymin zamanla renginin koyulastig1 goriiliir. Bununla birlikte hazir poset ¢ay
seklinde slizme bigiminde kullanim sekli de mevcuttur.

Kusburnun fenolik igerik analizleri ekstratkt yontem ve c¢esitlerine, kullanilan
cihazin ¢esidine gore farkliliklar gdstermektedir. Nadpal ve arkadaslart LC/MS-MS
yontemi ile kusburnunun farkli ekstraktlarin kullanildig1 ¢alismalarinda fenolik igerik
analizlerinde fenolik asitler olarak gallik asit, ferulik asit, parakumarik asit, vanilik asit,
p-hidroksibenzoik asit, protokateuik asit, flavonoid olarak ise kuersetin, kuersetin-3-O-
glukozit, katesin, epikatesin ve kuinik asit tespit etmislerdir (Nadpal vd., 2016).
Calismamizda etanolik ve sulu kusburnu ekstraktlarinda gallik asit, hidroksibenzoik asit,
protokatekuik asit, katesin, rutin, kuersetin, epikatesin ve p-kumarik asit olmak {izere 8
fenolik bilesik tespit edildi. Bu bilesikler icinde katesin 4+ °C’de bekletilmis, oda
sicakliginda bekletilmis etanolik ekstraktlarla sulu ekstrakt olmak tizere her ii¢ ekstraktta
da en yliksek degerlere sahip fenolik bilesikti (sirasiyla 428.53 |, 661.42 ve 125.26
ng/g Ekstrakt). Bu durum, katesinin Rosa canina’da baslica fenolik bilesik oldugunu
ifade eden ¢alismalarla uyumludur (Tirkben vd., 2010; Karesioti vd., 2019).

Ekstrakt yontemleri dnemli olmakla beraber HPLC analizleri, fenolik igerigi tek
basina verimli bir sekilde gostermeyebilir. Arastirmalarda bu nedenle daha ¢ok LMS/MS
analizi de tercih edilmektedir. Rosa canina nin fenolik igerik ve biyoaktivite ile ilgili
caligmalarinda 45 fenolik bilesik icinden 14’ilinii kantitatif olarak tespit edildigi bir
calisma da mevcuttur (Nadpal vd., 2016).t

Bir fenolik bilesikteki hidroksil ((OH) grubu sayisi ile o bilesigin antioksidan
aktivitesinin korale oldugu kabul edilir (Bernotoniene ve Kopustinskiene, 2018). Bu
hidroksil gruplar1 ortamdaki serbest oksijen ve nitrojen tiirlerini yakalama yetenegine
sahiptirler. Epikatesin, gallat gruplart ile esterifikasyon yoluyla epikatesin gallat,
epigallokakatesin ve epigallokatesin gallat bilesiklerini olusturabilir ve antioksdian
etkinligini arttirabilir (Rice vd., 1995).

Fenolik bilesiklerin ¢esidi, miktar1 ve C vitamini igerigi ile antiokidian aktiviteleri
arasinda iliski oldugu belirtilmektedir. (Gao vd., 2000; Ozcan, 2000; Kumarasamy vd.,
2003). Askorbik asit degredasyon etmenlerine olan duyarliligindan dolay1 dayaniksiz bir
vitamin olarak kabul edilir ve aktivitesi sicaklik, pH enzimatik aktivasyon gibi
sebeplerden dolay1 diisebilir (Kica ve Cemeroglu, 2001). Calismamizda tiim gruplarda
demleme siiresi ile C vitamini miktar1 artis gdstermekle beraber hem demleme tirtinlerinin
hem de ekstraktlarin C vitamini degerlerinde bekleme siiresi ve saklama kosuluna gore
kayiplar sdz konusu idi. Ornegin en yiiksek degeri gosteren kurutulmus kusburnu

demleme {irliniiniin C vitamini igerigi ile kurutulup dondurulmus kusburnu 6rneginin ayni
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saatteki drneginin C vitamini miktar1 arasinda-%26.7’lik bir fark vardi. Yani kurutulmus
kusburnunun 3 aylik dondurucuda beklemesi ile %26’lik bir kayip meydana gelmistir.
Genel olarak C vitaminin diisiik sicakliklarda C daha stabil olabilecegi ifade edilse de
dondurma, dondurup depolama durumlarinda, 18 °C’nin altindaki sicakliklarda énemli
derecede vitamin kayb1 oldugu gosterilmistir (Tannenbaum vd; 1985; Davidek vd., 1990).
Yine fenolik bilesik ¢esit ve konsantrasyonunun C-vit miktar1 ve aktivasyonu iizerine
etkileri oldugu ifade edilmektedir. Flavonollerin metal iyonlar ile selat yapabilmesi, oysa
metal iyonlarinin C vitaminin yikimimni 6nledigi dikkate alindiginda bu durumun sebebi
anlagilabilmektedir (Miller ve Rice, 1997).

Ulkemizde farkli kusburnu tiirlerinin farkli tarimsal iklim kosullarma bagl olarak
100 gram posada C vitamin konsantrasyonunun 106-2712 mg arasinda degistigi gesitli
calismalarla gosterilmistir (Demir ve Ozcan, 2001; Roman vd., 2013). Novajan ve
arkadaslari, farkli olgunluk asamalarindaki Rosa canina’nin C vitamini igeriginin 211-
417,5 mg/100 gram meyve olarak tespit etmislerdir (Novajan vd., 2008). Askorbik asit
diizeylerindeki bu farkliliklarin bitki tiirdi, yiikseklik, bitkinin olgunlagma siirecleri ve
zamanlar1 ve cesitli ekolojik faktorlerden kaynaklandigi belirtilmektedir (Dogan ve
Kazankaya, 2006). Oz ve Baltaci’nin Giimiishane ili kapsaminda yaptig1 ve Rosa canina
ve Rosa pimpinellifolia (siyah kusburnu) tiirlerinin bir y1l ara ile toplanan ve askorbik asit
ve seker analizlerinin yapildigi ¢alismada C vitamini degerleri Rosa canina igin bir yil
ara ile siras1 ile 423.6 ve 320.4 mg/100 gr meyve olarak tespit edilmistir (Oz ve Baltaci,
2018). Oz ve Baltac1 bu ¢alismada C vitamini analizlerini HPLC-UV cihazi1 kullanilarak
CSN EN 14130 metodu ile gerceklestirmislerdir. Calismamizda her iki okumadaki sulu
ve etanolik ekstraklarimizdaki degerlerin (sirasi ile 4941.9- 4295.5 pg/mL sulu ekstrakt
ve 18893.8-14164.5 pg/mL etanolik ekstrakt) 100 gram meyve cinsinden literatiirle
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Farkli ekstraksiyon, siire ve sicakliklarin fenolik ve alkoloid maddelerin ortama
gecisini degistirdigi bilinmektedir. Fenolik icerik ve alkoloidlerin zenginlestirilmis
ekstraktlarimin farkli sicaklik ve demleme siirelerinin, yesil ve siyah cay tlizerindeki
antioksdian aktivite ve fenolik madde miktar1 iizerine degisimlerini incelemis, sicaklik ve
demleme siiresinin bu faktorleri 6nemli 6lgiide etkiledigini tespit etmistir (Hanay vd.,
2011). Ekstraktlarimizda en fazla bulunan fenolik bilesik olarak tespit edilen Katesinin,
Matcha olarak da bilinen bir yesil cay tiirii olan Camellia sinensis 'te uzun siireli depolama
ve sicaklik artigsina bagli olarak toplam flavonoid madde ve fenolik igerik miktarlarinda,
DPPH ve ABTZ aktivitelerinde azalma gosterdigi Kim ve arkadaslarinin yaptig1 bir

calisma ile ortaya konmustur (Kim vd., 2020). Katesinin aktivitesindeki bu azalmanin
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sebepleri arasinda pH, sicaklik, diger antioksdianlarin seviyeleri, ortamda metal
iyonlarinin varligi ve oksijen miktari gibi faktorlerin etkili oldugu belirtilmistir (Hou vd.,
2005).

Calismamizin amaglarindan biri de bu iirlinlerin bekleme stirelerine bagli olarak
ayni analizler sonunda antioksidan durumlarindaki degisimleri gormekti. FRAP, DPPH,
ABTS, toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde miktarinin tespitine yonelik 1.
ve 2. asama deneylerin analizlerinde, demleme iirlinleri ve ekstraklar i¢inde en yiiksek
aktiviteye kurutulmus kusburnu (KK) orneklerinin sahip oldugu goriilmiistiir. Genel
olarak kuru meyvelerin yas orneklere gore daha yiiksek antioksidan aktivite gostermesi
beklenen bir durumdur. 1. ve 2. agsama sonuglarinin karsilagtirilmasinda tiim tirtinlerde bir
kayip oldugu izlenmistir. En fazla aktiviteye sahip olan KK’nin ilk ol¢iimii ile
dondurulduktan 3 ay sonunda FRAP, DPPH, ABTS, oranlarinin degisimi en fazla aktivite
gosterdigi 6. Saatte anlamli sekilde azaldigi tespit edildi (p<0.05). Aktivitedeki bu
diisiistin sebeplerinin basinda antioksidan madde kayiplarmin geldigi soylenebilir.
Ornegin C vitaminin yukarida belirtildigi iizere sicaklikla degiskenlik gdsteren icerigi ve
ekstraktlarimizda en fazla bulunan katesinde oldugu gibi fenolik maddelerin
aktivitelerinde kay1p s6z konusudur (Tannenbaum vd., 1985; Davidek vd., 1990; Hou vd.,
2005).

Dogal kusburnu demleme firiinlerinin belli sicakliklara goére antioksdian
aktivitideki degisimleri gosteren pek fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Akar vd. (2021)
ticari olarak satilan bazi Rosa canina paket ¢aylarin posetlerini 7 farkli sicaklikta (0, 15,
30, 45, 60, 75, 90°C) inflizyona tabi tutarak antioksidan aktiviteyi belirlemeye yonelik
yapilan c¢aligmalarinda bardakta numunelerin antioksidan aktiviteleri tespit edilmis ve
toplam fenolik icerik, FRAP ve ABTS icin en yiiksek aktivite degerlerinin 90 °C’de
gerceklestigini gostermislerdir (Akar vd., 2021). Calismamizda uzun siireli (6 saat) bir
uygulama hedeflendiginden sicaklik {ist limiti olarak buharlasmay1 da en aza indirmek
amaci ile 90 derece sicaklik secilmistir. Demleme iiriinleri i¢inde FRAP, DPPH, ABTS
toplam fenolik igerik ve toplam flavonoid madde antioksidan aktivite analizlerinde
kurutulmus kusburnu 6rneklerinin en yiiksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
durum tiim demleme siireleri (30 dk- 6 saat) i¢in gegerlidir. Ayrica degerlerin demleme
siireleri boyunca arttig1 goriilmiistiir. Akar ve arkadaslar1 ticari kugsburnu caylarinin
demlemelerinde 90 °C’de toplam fenolik icerigi GAE cinsinden 615 pg/mL olarak tepit
etmistir (Akar, vd., 2021). Bu degerin kurutulmus kusburnu 6rneklerimizin 120 dk, 5 ve
6. Saat degerlerinden diisiik, 30,60 ve 90 dk degerlerinden yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Ote yandan Koczka ve arkadaslarinin aralarinda Rosa canina’nin da oldugu 4 farkl
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kusburnu c¢esidine ait antioksidan kapasite ve fenolik igerik analizlerinde etanolik
ekstraklariin yaklasik 500 GAE’in (mg/100 gram kuru meyve) biraz {izerinde
bulmuslardir ki bu deger ¢calismamizdaki 678 GAE mg/100 gram kuru meyve miktarina
yakindir. Ayni ¢alismada yine sulu ekstraklar igin belirtilen yaklasik 250 GAE (mg/100
gram kuru meyve) degeri de ¢alismamizda kurutulmus kusburnu 6rnekleri i¢in bulanan
277.3 GAE mg/100 gram kuru meyve degerine yakindir (Koczka, vd., 2018).

Cesitli kusburnu tiirlerine ait antimikrobiyal aktivite calismalari mevcuttur. Bu
caligmalarda sadece meyveler degil bitkinin tohumlar (¢ekirdekleri) ve cigekleri de
aktivite acisindan incelenmistir. Elde edilen sonuglar kullanilan kusburnu materyali ve
ekstraksiyon yontemine gore degisebilmektedir. Etanolik, metanolik, aseton, su ve etil
asetat extraktlar1 bu yontemlere 6rnek gosterilebilir (Rovna vd., 2015).

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal aktivite tayininde ekstraklarda Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylus
aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 E. coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC43288 (-) suslarma karst antimikrobiyal aktivite
gortiliirken Proteus vulgaris ATCC 13315 ve Y. pseudotuberculosis ATCC 911 bakteri
tiirlerine karsi aktivite tespit edilememistir. Rovna vd. (2015) ifade ettigi izerekusburnu
cigeklerinin metanolik ekstraklarinin degerlendirildigi antimikrobiyal aktiviteleri {izerine
yaptiklar1 ¢aligmada bizim ¢alismamizda da bulunan Pseudomonas aeruginosa ve E.
coli’de bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir.
Calismamizda etanolik dondurulmus kusburnu ekstraktinin E coli’ye karsi oldukca
yuksek bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriildii (30 mm). Ayni sus i¢in oda
sicakliginda kurutulmus ve bekletilmis kusburnu numunesinin sulu ekstraktinda 10 mm
zon alani dl¢lilmiistiir. Pseudomonas aeuroginosa 'ya karsi taze dondurulmus kurutulmus
kusburnunun sulu ekstraktinin 12 mm zone alani olusturdugu izlendi.

Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerini belirleyen gesitli faktorler vardir.
Fenolik antioksidan bilesigin tiirii ve konsantrasyonu, ortamda bagka fenolik antioksidan
bilesigin/bilesiklerin bulunmasi, mikroorganizmanin tiirii bu faktorlerin bazilaridir
(Raccah. 1984). Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal mekanizmalarinin nasil isledigi tam
olarak aydinlatilmis degildir (Bouarab-Chibane, vd., 2019). Bununla ilgili baz1 6neriler
mevcuttur. Bu oneriler i¢inde fenolik bilesiklerin hiicre i¢i ¢esitli enzimlere baglanmasi,
hiicre zarlarindaki gegirgenligin modifikasyonu ve hiicre i¢i molekiillere baglanarak zarla
hiicre duvar1 arasindaki biitiinliigiin bozulmasi sayilabilir (Stapleton vd., 2004; Taguri,
vd., 2006).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Genel olarak kusburnunun tiim gruplarinda demleme siireleri boyunca (30
dakikadan 6. Saate kadar) antioksidan 6zelligin, fenolik ve flavonoid madde miktarlarinin
arttig1 gorildii.

Genel olarak, demleme ve ekstraklardan olusan kusburnu Orneklerinin birinci
asamadaki antioksidan kapasiteleri, C vitamini igerikleri ikinci agamadaki ayni analiz
sonuclarina gore daha yiiksek bulundu. Kurutulmus kusburnunun demleme {iriinlerinin
ABTS, DPPH, FRAP antioksidan tayin yontemlerinde en yiiksek icerige sahip oldugu,
ikinci asama da bu 6zelligini korudugu goriildii. Bununla beraber kurutulmus ve taze
kusburnu demleme iiriinlerinin dondurulup tekrar ¢oziilmesi ile yapilan ayni antioksidan
aktivite analizlerinde dramatik diistisler gozlendi.

Etanolik ve sulu ekstraktlarda toplam 8 bilesik HPLC yontemi ile tespit edildi.
Katesin, en yiiksek miktara sahip fenolik bilesik olarak belirlendi.

Demleme iirlinlerinin higbirinde antimikrobiyal aktivite tespit edilemedi. Bununla
beraber ekstraktlarin tiimiinde antimikrobiyal aktivite goriildii. Bu durum kusburnunda
anti mikrobiyal aktivitenin mevrut oldugu, demleme suyunda bu durumun tespit
edilemedigi ve demleme iiriinlerinin daha konsantre hale getirilerek bakilabilecegini
gostermektedir. Tez calismasinin igerigi agisindan degerlendirmeye alinmasa da minimal
inhibisyon konsantrasyonu ile antimikrobiyal aktivite tayini de yapilabilir.

Antimikrobiyal aktivite tayininde ekstraklarda Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylus aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 E. coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC43288 (-) suslarina karsi antimikrobiyal aktivite

gorilmiistiir.
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