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Yiiksek Lisans Tezi

Rezene (Foeniculum vulgare) Bitkisinin Baz1 Metabolik Enzimler Uzerine inhibisyon
Etkisinin Arastirilmasi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Rezene (Foeniculum vulgare) Maydanozgillere ait keskin kokulu aromatik bir
bitkidir. Ulkemizde 6zellikle Ege Bolgesi'nde arapsag1 (yabani rezene) olarak bilinir ve
mevsiminde Ege mutfaginda sik¢a tiiketilir. Sunulan tez ¢alismasinda viicutta bulunan
enzimlerden {igli model olarak secilerek, rezene yapraklarinin bu enzimler iizerindeki
olas1 inhibitor etkisinin in vitro arastirilmasi amaglanmustir.

Rezene yapraklar1 %80°lik etanol ile ¢alkalayicili su banyosunda alt1 saat boyunca
ekstrakte edildi. Elde edilen ham ekstraktin karbonhidrat metabolizmasinda gérev alan a-
amilaz, lipid metabolizmasinda etkili lipaz ve melanin biyosentezinde gorevli tirozinaz
enzimlerinin katalitik aktivitesi tizerine etkisi arastirildi. Ekstraktin toplam fenolik madde
miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile ve serbest radikal giderme aktivitesi DPPH metodu
ile belirlendi. Rezene yapraklarindan Clevenger aparati kullanilarak hidrodestilasyonla
ucucu yag elde edildi ve yagin ugucu bilesenleri GC-MS yontemiyle ile analiz edildi.
Ayrica ekstraktin ve ugucu yagin fenolik bilesen igerikleri LC-MS/MS ile belirlendi.

Caligma sonucunda rezene ham ekstraktinin yiiksek konsantrasyonlarinda o-
amilaz ve lipaz enzimlerini inhibe ettigi, ancak tirozinaz enzimini 6nemli derecede inhibe
etmedigi gozlendi. Toplam fenolik madde miktar1 52,79+0,84 ng GAE/g, DPPH radikali
giderme giicii i¢in ECs0=500 pg/mL olarak belirlendi. LC-MS/MS ile yapilan fenolik
bilesen analizinde bitki ekstraktinda analizlenen bilesiklerden onalt1 adedi tanimlanmis
olup, en yiiksek oranda absisik asit, indol-3 asetik asit, trans-ferulik asit, rutin,
protokatesik asit, p-kumarik asit ve jasmonik asit bulunurken, ugucu yaginda en fazla

rosmarinik asit olmak iizere on adet bilesik tanimlandi. GC-MS ile yapilan ugucu bilesen



analizinde trans-anetol baskin olmakla birlikte timol, DL-fenkon ve alfa-felandren
bilesikleri tayin edildi.

Rezene bitkisi diger bitkisel kaynaklar gibi fonksiyonel ikincil metabolitlerce
zengindir. Bitkinin ham ekstraktinin gosterdigi anti-amilaz etkinligi nedeniyle

gelecekteki antidiyabetik aktivite caligmalari ig¢in potansiyeli oldugu sdylenebilir.

Yil : 2025
Sayfa Sayis1 : 101
Anahtar Kelimeler: Rezene, Foeniculum vulgare, Arapsagi, a-Amilaz, Lipaz, Fenolik

bilesen



Master Thesis

Investigation of the Inhibitory Effect of the Fennel (Foeniculum vulgare) on Some
Metabolic Enzymes

Trakya University Institute of Natural Sciences
Department of Chemisrty

ABSTRACT

Fennel (Foeniculum vulgare) is a strongly aromatic plant belonging to the
Apiaceae family. It is known as “arapsac1” (wild fennel) in our country, especially in the
Aegean Region, and is frequently consumed in Aegean cuisine. In the presented study, it
was aimed to investigate in vitro the possible inhibitory effect of fennel leaves on three
enzymes selected as a model, which are found in the body.

Fennel leaves were extracted with 80% ethanol in a shaking water bath for six
hours. The effect of the obtained crude extract on the catalytic activity of a-amylase,
which plays a role in carbohydrate metabolism; lipase, which is effective in lipid
metabolism; and tyrosinase, which plays a role in melanin biosynthesis, was investigated.
The total phenolic content of the extract was determined by the Folin-Ciocalteu method,
and the free radical scavenging activity was determined by the DPPH method. Essential
oil was obtained from fennel leaves by hydrodistillation using Clevenger apparatus, and
the volatile components of the oil were analyzed by the GC-MS method. Also, the
phenolic compounds of the extract and essential oil were determined by the LC-MS/MS
method.

As a result of the study, it was seen that fennel crude extract inhibited a-amylase
and lipase enzymes at high concentration but did not significantly inhibit the tyrosinase
enzyme. The total phenolic substance amount and DPPH radical scavenging power were
determined as 52.79+0.84 ug GAE/g and EC50=500 pg/mL, respectively. In the phenolic
compound analysis performed by the LC-MS/MS method, sixteen compounds were

detected in the extract, the highest levels of which were abscisic acid, indole-3 acetic acid,

Vi



trans-ferulic acid, rutin, protocatechuic acid, p-coumaric acid, and jasmonic acid, while
ten compounds were detected in the essential oil, the highest level of which was
rosmarinic acid. In the volatile compound analysis performed by the GC-MS method,
trans-anethole, thymol, DL-fenchone, and alpha-phellandrene compounds were
determined.

The fennel plant, like other plant sources, is rich in functional secondary
metabolites. It can be said that it has potential for future antidiabetic activity studies due

to the anti-amylase activity shown by the crude extract of the plant.

Year : 2025
Number of Pages : 101

Keywords: Fennel, Foeniculum vulgare, Wild fennel, a-Amylase, Lipase, Phenolic
compound
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BOLUM 1

GIRIS

Yabani rezene olarak bilinen arapsagi bitkisi Apiaceae (=Maydanozgiller) ailesine
ait, kendine has keskin bir kokusu olan ve anasonu andiran aromaya sahip bir bitkidir.
Ozellikle Ege Bolgesi’nde yapraklar: salata olarak veya kavrulmus hali yemek olarak
yenilmektedir. Ayrica kurutulup bitki ¢ay1 olarak ve koklerinden tursu hazirlanarak da
tiiketilmektedir.

Arapsag bitkisi birgok tilkede bitkisel tedavi yontemleri iginde yer almakta ve
cesitli etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir. Kas, kemik ve bas agrilarinda etkili oldugu,
mide asitlerini dengeledigi, sindirim sistemi rahatsizliklarin1 ve adet sancilarini azalttigi,
gaz olusumunu 6nledigi, yapisinda bulunan vitaminler sayesinde g6z sagligin1 korudugu,
giiclii antibiyotik igerigi ile enfeksiyon giderici oldugu ve okstiriigii kestigi bilinmektedir.
Halk arasinda sifal1 bitki olarak bilinen ve besin olarak tiiketilen bu bitki ile ilgili olarak
cesitli biyolojik aktivite ¢alismalart yapilmistir, bunlarin biiyiik kismmin meyvelerine
(tohumuna) ait oldugu, az kismimin ise toprak iistii kisimlarina ait ¢aligmalar oldugu

gorilmektedir.

Rezene ve onun dogada yetisen hali arapsagi bitkisi, aromatik bitkilerden biri
oldugu i¢in literatlirde genellikle meyvesinden (tohumlarindan) elde edilen ugucu yaginin
icerik analizi ve antioksidan, antimikrobiyal, antidiyabetik ve antitiimor gibi biyolojik
aktivitelerinin ¢alisildig1 goriilmektedir. Ancak besin olarak tiiketilen yapraklariyla ilgili
yapilan ¢alismalar daha azdir. Bu sebeple bu tez ¢alismasinda bitkinin yenilen toprak tistii
kisimlart (yapraklar1) kullanilmig ve bitki ekstraktinin model olarak secilen ii¢ enzim
tizerinde inhibe edici etkisinin olup olmayacag: arastirllmistir. Bu amagla ¢alismada

arapsagi yapraklardan elde edilen alkolik ekstraktin karbonhidrat metabolizmasinda



gorevli a-amilaz, lipid metabolizmasinda gorevli lipaz ve melanin biyosentezinde gorev

alan tirozinaz enzimlerinin katalitik aktivitesi tizerine etkisi in vitro olarak arastirilmistir.

Bitkilerin  gosterdikleri  biyolojik aktiviteleri igerdikleri ¢esitli ikincil
metabolitlerden, ozellikle de polifenolik bilesiklerinden kaynaklanmaktadir. Farkli
fenolik bilesik gruplar1 mevcut olup, bunlar farkli biyolojik aktivitelere sahiptirler.
Fenolik bilesenlerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi antioksidan etkiye sahip olmalaridir.
Sebzeler ve meyveler insan diyetindeki fenolik bilesiklerin baslica kaynaklaridir. Bu bitki
polifenolleri insan saglig1 ve hastaligi durumlarinda diyet antioksidanlari olarak oksidatif
hasara karsi koruma saglamaktadir. Calisilan bitkinin fenolik madde miktarini ve igerigini
belirlemek tizere etanolik ekstraktta, spektrofotometrik temelli Folin-Ciocalteu metodu
kullanilarak toplam fenolik madde tayini ve LC-MS/MS cihazi ile fenolik bilesen analizi
yapilmistir. DPPH metodu ile de fenolik bilesenlerden kaynakli antioksidan giiciin bir

gostergesi olan serbest radikal giderme aktivitesi ¢aligilmustir.

Rezene bitkisi tibbi aromatik bitkilerden biridir. Ozellikle tohumlar1 aroma verici
olarak gida sektoriinde veya tohumlarindan elde edilen yagi parfiimeri, kozmetik, ilag
sektorlerinde kullanilmaktadir. Bitkinin tohumunda bulunan biyoaktif bilesenleri, yemek
ve salata olarak tiiketilen yapraklarinda da bulunabilecegi igin ¢aligmada bitkinin
yapraklarindan hidrodestilasyon ile ugucu yagi elde edildi ve bu yagin aroma veren yani
ucucu yag bilesenleri GC-MS ile ve fenolik bilesenleri LC-MS/MS cihazi ile analiz
edildi.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Rezene (Arapsagi) Bitkisi

Rezene (Foeniculum wvulgare) Apiaceae (Umbelliferae=Semsiyegiller)
familyasina ait Akdeniz kokenli, ¢ok yillik bir bitkidir. Anasonu andiran keskin bir
kokuya sahiptir. Tibbi degeri olan aromatik bitkilerden biri olup, ¢esitli iklim kosullarina
uyum saglayabildigi i¢in giiniimiizde yaygin bir sekilde tarimi yapilmaktadir. Genellikle
1,5 metreye kadar uzayabilen ince ve dik govdesi, ipliksi ¢ok pargali yapraklari vardir.
Kiigiik sar1 renkli gigekleri bilesik semsiye seklinde bir arada bulunur. Meyvesi 4-10 mm
uzunlugunda yesilimsi gri renkte tohumlardir (Baydar, 2020).

Rezene bitkisinin diger ad1 arapsag1 olup (Zeybek ve Zeybek, 2002; Secgkin, 2014),
rezenenin ozellikle yabani olarak dogada yetigsen formu arapsagi otu olarak bilinmektedir.
Bitki Akdeniz iklimine sahip bolgelerde dogal olarak yetisir ve sicak, giinesli alanlarda
daha 1y1 gelisir. Isik gereksinimi diisiik oldugundan, ¢ok c¢esitli toprak kosullarinda
yetisebilme 6zelligine sahiptir. Avrupa, Asya, Kuzey Amerika ve Avustralya gibi farkli
kitalarda tiretimi yapilan rezene ticari olarak degerli bir bitkidir (Ahmed vd., 2022).
Ulkemizde Bat1 Akdeniz Bolgesi’nde rezene bitkisinin tarimi yapilmakta (Baydar, 2020),
yabani rezene olarak bilinen arapsaci bitkisi ise 6zellikle Ege Bolgesi’nde mutfaklarda
bolca tiiketilmektedir. Ege mutfaginin 6nemli otlarindan biri olan taze arapsagi bitkisinin
salatas1 ve kavurmasi yapilmaktadir. Nisan-Mayis ay1 gibi kisa bir donemde yetistigi i¢in

salamura veya konservesi yapilarak yil boyu tiiketilebilmektedir (URL-1, URL-2).

Bitkinin ticari olarak kullanilan kismi meyvesi olan tohumlaridir. Baharat,

kozmetik, gida, parfiimeri gibi alanlarda kullanilmakta ve cay olarak tiiketilmektedir.



Rezene cayi siit veren annelerin laktasyon siiresini uzatir ve bebeklerin gaz sancilarini

giderir (Baydar, 2020).

Rezene veya yabani arapsagi otu geleneksel ve modern tipta g¢esitli hastalik
durumlarinda kullanilmaktadir. Ozellikle sindirim sistemi rahatsizliklarinda gaz giderici
ve sindirimi destekleyici olarak (Badgujar vd., 2014), bronsit, 6ksiiriikk ve soguk alginligi
gibi solunum yolu hastaliklarinda, hormon diizenleyici etkisiyle bilinen anetol
bileseninden dolay1 adet diizensizlikleri ve sancilarini azaltmada, antioksidan ve anti-
inflamatuvar etkisinden dolay: iltihaplanma durumlarinda, goz, kas ve iskeletle ilgili
hastaliklarda (Koppula ve Kumar, 2013; Jadid vd., 2023) etkili oldugu bildirilmistir.
Bitkinin toprakiistii kisimlar1 Brezilya’da ishal tedavisinde kullanilmaktadir (Brandelli
vd., 2009).

Rezene ¢ok yonlii ve hem 6nleyici hem de tedavi edici saglik faydalariyla dikkat
ceken bir bitkidir. Yiiksek antioksidan igerigi sayesinde yaslanma siirecini yavaslatmaya
ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmaya yardimci olur. Ayn1 zamanda, bagisiklik
sistemini gii¢lendiren zengin vitamin ve mineral igerigine sahiptir. Ayrica metabolizmayi

hizlandirarak kilo kontroliine destek saglayan 6zellikleri de bulunmaktadir (Singh, 2020).

Rezenenin kimyasal bilesimi, onu hem gida hem de tibbi kullanimlar i¢in ¢ok
onemli kilar. Rezene tohumlarinda bulunan temel sabit yag petroselinik asit; ucucu
yaginda bulunan ana bilesenler ise anetol, fenkon ve estragoldiir (Baydar, 2020). Bu
bilesenler rezeneye karakteristik bir koku ve tadini verir, bu karakteristik kokusundan
dolaytr baz1 hamur islerinde, et ve balik yemeklerinde, alkollii iceceklerde
kullanilmaktadir. Ayrica rezene 6nemli miktarda flavonoidler, tanenler, fenolik asitler ve

vitaminleri (A, C ve E) de igermektedir.
2.1.1. Rezene bitkisi ile ilgili literatiir 6zeti

Rezene bitkisininin tatli rezene (Foeniculum vulgare var. dulce) ve aci rezene
(Foeniculum wvulgare var. vulgare) olarak iki farkli varyetesi vardir. Avrupa
Farmakopesinde her iki kiiltiir varyetesinin meyvelerine iliskin monograf bulunmaktadir.
Tatli rezene tohumlarinda trans-anetol ve estragol temel bilesen iken, aci rezene
tohumlarinda fenkon ve trans-anetol ana bilesendir. Cizelge 2.1°de Avrupa Farmakopesi

(2002) ve sifali bitkiler konusunda klinisyenlere onemli bir rehber olan kaynak kitapta



(Gruenwald, Brendler ve Jaenicke, 2000) verilmis olan tathi ve aci rezene tohumunun

ucucu yag bileseni oranlar1 goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Farkli referans kaynaklara gore tathi ve aci rezene tohumunun ugucu yag

bilesenleri
Avrupa Farmakopesi PDR i¢in Bitkisel ilaglar
(European Pharmacopoeia) | (Physicians Desk Reference
for Herbal Medicines)
Tatli rezene Acirezene | Tatlirezene Aci1rezene
Trans-anetol (%) min 80 min 60 80-90 50-75
Fenkon (%) max 7,5 min 15 1-10 12-33
Estragol (%) max 10 max 5 3-10 2-5
Ucgucu yag miktari 20 mL/kg 40 mL/kg - -

2008 yilinda Cosge ve ark. rezene tohumlariyla yaptiklari iki ¢alismanin birinde
(Cosge, Giirbiiz, Kendir & Ipek, 2008) Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi’nin deneme
alaninda yetistirdikleri 20 tath rezene (Foeniculum vulgare Mill. var. dulce) 6rneginin
ucucu yag bilesenlerini; diger bir ¢alismalarinda ise (Cosge, Kiralan & Giirbiiz, 2008)
tatli (F. vulgare Mill. var. dulce) ve ac1 (F. vulgare Mill. var. vulgare) rezene 6rneklerinin
yag asidi ve ugucu yag bilesenlerini karsilagtirmiglar ve orneklerin ana bilesen trans-
anetoliin yaninda fenkona gore daha yiiksek oranda estragol igerdiklerini rapor
etmiglerdir. Benzer sekilde Dirican da 2013 yilinda yaptigi ¢alismada Tokat yoresinde
dogal ortamindan topladigi 37 yabani rezene (F. vulgare Mill.) 6rneginin morfolojik
ozelliklerini belirlerken, sabit ve ugucu yag bilesimini analiz etmistir. Isparta-Atabey
Ovasi’nda dogal olarak yetisen tath rezenenin (F. vulgare Mill. var. dulce) biyiime ve
gelisme donemlerinde tohum, sap ve yapraklarindaki ugucu yag bilesenlerinin degisimi
izlenmis ve bitkinin biiyiime siiresince 6nemli farkliliklar oldugu bildirilmistir (Sanli,
Karadogan & Baydar, 2008).

Rezene meyveleri (tohumlari) laksatif, sedatif, antiseptik 6zellikli, siit arttirici ve
bebeklerde gaz sancilarini giderici oldugu i¢in (Gruenwald, Brendler & Jaenicke, 2000;
Baydar, 2020) agirlikl1 olarak bitkinin tohumlari ve tohumlarindan elde edilen ugucu yagi
ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Arastirmalarin bir kismi tohum ugucu yaginin bilesen

miktarmi ve Kkalitesini arttirmayr amaglayan calismalardir. Ornegin Kan vd. (2006)



Konya’da azotlu ve c¢inkolu giibreler kullanarak farkli kosullarda yetistirdikleri
rezenelerin tohumlarinda; Karayel ise Kiitahya-Gediz’de yetistirilen rezenelerin (F.
vulgare Mill.) 1. ve 2. bigme sonrasi toplanan tohumlarinda (2019) ve ayrica farkli bor
dozlar1 uygulanarak yetistirilen tohumlarda (2020) ug¢ucu yag bilesimlerinin degisimlerini
arastiran ¢aligmalar yapmuislardir. Son yillarda ise rezene bitkisi diger aromatik bitkilerle
karistirtlarak karisimlarin etkisi aragtirllmaktadir. Rezenenin antiseptik 6zelliginin defne
ilavesiyle degisimi incelenmis; rezene (F. vulgare Mill.) tohumu ve defne yapragi ugucu
yag karisgtminin bunlarin tek basina kullanilmalarina gore nispeten dislk
konsantrasyonlarda daha yiiksek antifungal etki gosterdigi bildirilmistir (Kara, Tiirkmen
& Soylu, 2022). Bir diger caligmada rezene (F. vulgare Mill.) tohumu tozu ve kekik tozu
karisimlarindan gida destegi amagl kapsiil hazirlanmistir (EI Finou, Bammou, Zaid & El
Rhaffari, 2023).

Literatiirde rezene tohumlariin biyolojik aktivitesine dair ¢esitli ¢alismalar da
mevcuttur. Bakir (2010) ti¢ farkli bolgeden islenmemis ve ti¢ farkli markadan iglenmis
paketlenmis olarak temin ettigi rezene (F. vulgaris) 6rneklerinin ¢esitli metaller, toplam
fenolik ve toplam flavonoid madde igeriklerini ve metal selatlama aktivitesini tayin
etmistir. Aydin (2023) rezene (F. vulgare) tohumunun ugucu yag ve fenolik bilesenlerini
analiz ederek, antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesini bes farkli metod (FRAP,
CUPRAC, DPPH, TPC, TFC) ile incelemistir. Koru (2019) ise tez ¢alismasinda rezene
(F.vulgare Miller) bitkisinin fitoterapide kullanimini derleyen bir arasgtirma yapmustir.
Ege Bolgesinde sebze olarak tiliketilen bitkilerden olan rezenenin kimyasal analizinde

bitki mineral madde bakimindan zengin bulunmustur (incekara, 2004).

Godavari, Amutha, & Moorthi (2019) rezene (F. vulgare Mill.) tohumlarinin
amilaz ve glukozidaz enzimleri iizerinde hipoglisemik etkisini; Chaudhary vd. (2013) de
ACE (anjiyotensin doniistiirlicii enzim) inhibisyonunu aragtirmigtir. Mueed vd. (2023)
caligmalarinda rezene tohumlarinin antidiyabetik (amilaz ve glukozidaz enzimleri
lizerinde), antioksidan, antimikrobiyal ve antitumor aktivitelerini degerlendirmislerdir.
Sozii gecen caligmalarda bitkinin tohum kismi kullanilmistir. Bitki tohumundan elde
edilen esansiyel yaglar antioksidan, antitrombotik, antidiyabetik ve antifungal 6zellik

gostermektedir (Tekgiil & Caliskan Kog, 2020).



Majdoub vd. (2017) rezenenin (F. vulgare Mill.) toprakiistii kisimlarindan
maserasyonla aldiklari su ekstraktinda toplam fenolik ve flavonoid madde analizi, sekiz
metod ile antioksidan aktivite tayini (TBARS, ABTS, DPPH, toplam antioksidan aktivite,
Demir II indirgeme, Metal selatlama, NO ve Siiperoksit giderme metodlar1) ve
lipoksigenaz, asetilkolin esteraz, tirozinaz enzimleri ig¢in inhibisyon denemesi

yapmuglardir.
2.2. Cahsmada Kullamlan Enzimler ve Inhibitorleri

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlarin gergeklesmesini
hizlandiran biyolojik katalizorlerdir. Genellikle protein yapisinda olan bu molekiiller,
metabolik siireglerin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir (Nelson & Cox, 2021).
Enzimlerin ¢ogu, amino asitlerden olusan polipeptit zincirlerinden meydana gelir ve
proteinlerin birincil, ikincil, {igiinciil ve doérdiinciil yap1 diizeylerinde diizenlenmistir.
Enzimin biyolojik aktivitesi, ii¢ boyutlu yapisiyla dogrudan iligkilidir. Enzimlerin aktif
bolgesi, substrat molekiiliiniin baglandig1 ve reaksiyonun gerceklestigi yiiksek derecede
0zgil bir bolgedir. Bu 6zellik, enzimin segici calismasini ve biyokimyasal reaksiyonlarin
kontrollii sekilde ilerlemesini miimkiin kilar. Enzimlerin bazilar1 da katalitik aktivitelerini
gerceklestirebilmek i¢in metal iyonlar1 gibi kofaktorlere veya organik yapili koenzimlere
(6rnegin NAD" ve FAD) ihtiyac duyar.

Enzimler gida isleme, biyoyakit iiretimi, deterjan formiilasyonu, kozmetik ve ilag
liretimi gibi birgok endiistride kullanilmaktadir. Ornegin, amilaz ve proteaz gibi enzimler,
unlu mamullerde hamurun kalitesini artirmak i¢in kullanilirken, laktaz enzimi siit
tirtinlerinde laktozun pargalanmasinda rol oynar (Garrett & Grisham, 2017). Lipazlar gida
sanayinde unlu mamiillerde lezzet arttirici; siit ve siit iirlinlerinde siit yaginin hidrolizi,
peynirin olgunlastirilmasi; transesterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. Ayrica
eczacilik, kimya, kagit ve temizlik sektorlerinde de lipazlar kullanilarak ¢esitli
uygulamalar yapilmaktadir. Tip alaninda ise, enzim bazli tedavi yontemleri ve teshis
araglari, bircok hastaligin yonetiminde kritik bir 6neme sahiptir. Tirozinaz enzimi de
ozellikle melanom hastaligimin tedavisinde kullanilmasinin yanisira zirai ilag
kalintilarinin giderilmesi ve bazi patojenlerin tespitine yonelik biyosensor gelistirme

caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir.



Enzimler biyolojik reaksiyonlar1 hizlandirma kapasiteleri ve yiiksek 6zgilliikleri
sayesinde bilimsel arastirmalarin odak noktasi olmay: siirdiirmektedir. Bu nedenle,
enzimler iizerine yapilan c¢alismalar, hem biyokimya bilimindeki temel sorunlarin
anlasilmasinda hem de uygulamali bilimlerde yenilik¢i ¢oziimlerin gelistirilmesinde
onemli bir yer tutmaktadir. Enzim inhibitorleri ise enzimlerin Kkatalitik aktivitesini
yavagslatarak veya durdurarak, enzimlerin biyolojik siire¢lerdeki islevini diizenlemekte ve
bunun yani sira metabolik enzimleri inhibe ederek hastaliklarin tedavilerinde
kullanilmaktadirlar. Bu agidan enzim inhibitorleri 6nemli ilag molekiilii aday1
olabilmektedirler. Endiistriyel uygulamalarda da enzim inhibitérleri 6nemli ve gesitli
rollere sahiptirler (Nelson & Cox, 2021).

Dogal inhibitorler metabolik yollarin kontroliinde gorev alirlar ve geri bildirim
mekanizmalariyla enzim aktivitelerini diizenlerler. Sentetik inhibitorler ise ilag gelistirme
siirecinde kullanilirlar. Ornegin, HIV proteaz inhibitdrleri viriis ¢ogalmasimi engeller, -
amilaz ve glukozidaz inhibitorleri seker hastaliginin tedavisinde, lipaz inhibitorleri kilo
kaybi ilaclarinda, tirozinaz inhibitdrleri pigmentasyon sorunlarmin giderilmesinde ve

ACE inhibitorleri ise hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir.

Yesil cayin eldesi ve kuru kayisilarin sar1 renginin korunmasi ise bitki igerigindeki
polifenol oksidaz enziminin inhibe edilmesiyle olan gida isleme uygulamalarina drnek

olarak verilebilir.
2.2.1. a-Amilaz enzimi

a-Amilaz (EC 3.2.1.1) karbonhidrat metabolizmasinda temel rol oynayan ve
nisasta gibi karmasik polisakkaritlerin i¢indeki (al,4)-glikozidik baglarini hidrolize
ederek daha kiigiik seker birimlerine pargalayan bir enzimdir. Hem hayvan hem de bitki
kaynakli olarak pek ¢ok canli organizmada bulunmakla birlikte, memelilerde 6zellikle
tikiiriik bezleri ve pankreasta tretilen sekli sindirim siirecinin 6nemli bir enzimidir.
Yapisinda kalsiyum (Ca?*) gibi metal iyonlarina ihtiya¢ duyan metaloenzim sinifina girer

(Van der Maarel vd., 2002).

a-Amilaz substrati olan nisasta ve glikojen gibi kompleks karbonhidratlarin
(a1,4)-glikozidik baglarini hidrolize ederek maltoz, malto-trioz gibi daha basit sekerlere

doniistiiriir (Van der Maarel vd., 2002). Insan viicudunda sindirim agizda basladig1 i¢in



ilk asamada tiikiiriikte bulunan a-amilaz gidalarla alinan nisastali besinleri pargalamaya
baglar (Sekil 2.1). Ardindan pankreastan salgilanan o-amilaz, ince bagirsakta

karbonhidratlarin sindirimini tamamlayarak monosakkaritlerin emilimine olanak tanir.

Sekil 2.1. Nisasta molekiilii iizerinde a-amilaz enziminin etkisi

a-Amilaz seviyeleri ve aktivitesi, bazi1 hastaliklarin tan1 ve takip siireclerinde
onemli bir biyokimyasal belirtegtir. Ornegin, pankreas kokenli a-amilazin kandaki
seviyesinin artmasi, pankreas iltihaplanmalarinin bir gostergesi olabilmektedir (Streb,
Fischer & Khan, 2018). Ayrica, sindirim sisteminde a-amilazin asir1 aktivitesi veya
kontrolsiiz karbonhidrat alimi, kan sekeri seviyelerinin hizla yiikselmesine neden olabilir.

Bu durum, obezite ve tip 2 diyabet gibi metabolik hastaliklarin gelisim riskini artirir.

Son yillarda a-amilaz inhibitorleri tizerinde yapilan caligmalar, bu enzimin kan
sekeri dengelemesindeki roliine isaret etmekte ve diyet ile alinan karbonhidratlarin
emilimini azaltarak glisemik kontrolii iyilestirmeyi amaglamaktadir (Kim vd., 2020). Bu
nedenle o-amilaz, diyabet tedavisi i¢in potansiyel hedeflerden biri olarak
degerlendirilmektedir. Ayni sekilde diyet takviyeleri ve islenmis gidalardaki a-amilaz
aktivitesinin diizenlenmesi, obezite ve metabolik sendrom gibi durumlarin 6nlenmesinde

stratejik 6neme sahiptir (Streb vd., 2018).
2.2.2. a-Amilaz ve Akarboz

Diabetes mellitus (DM) basta karbonhidrat metabolizmas1 olmak {iizere diger
metabolik yollar1 da etkileyen, kronik, karmasik bir endokrin rahatsizhigidir. Kandaki
yiiksek glukoz ve lipitler viicuttaki gesitli organlari, 6zellikle bobrek, goz, sinirler ve kan

damarlarmi etkileyen kronik komplikasyonlara yol acar. Diinya Saghk Orgiitii'niin



(WHO) verilerine gore, glinlimiizde DM yiiksek halsizlik ve 6liime egilimli bir salgindir.
Kiiresel olarak yaklagik 387 milyon kisi bu metabolik bozukluktan etkilenmektedir.

Akarboz, ince bagirsakta bulunan a-amilaz ve o-glukozidaz enzimlerinin
aktivitesini  engelleyerek  kompleks karbonhidratlarin  daha basit  sekerlere
dontistiiriilmesini sinirlar. Bu siire¢, karbonhidratlarin emilim hizin1 azaltarak yemek
sonrast kan sekeri yiikselisini geciktirir. Boylece diyabet yonetiminde ek bir tedavi
secenedi olarak, oral antidiyabetik ilaglarin etkisini tamamlayici nitelikte bir ajan seklinde

kullanilabilir (Chiasson vd, 2002).

Akarboz, mikrobiyal kaynakli bir pseudo-oligosakkarittir (Sekil 2.2). Yapisinda
glukoz benzeri tniteler bulunmaktadir, ancak dogal sekerlerden farkli olarak
konfigilirasyonu ve baglanma bigimi sayesinde enzimin aktif bolgesine siki bir sekilde
tutunabilir (Bischoff, 1994). Bu yapisal 6zelliginden dolay1 akarboz hem a-amilaz hem
de a-glukozidaz enzimlerine giigli bir baglanma affinitesine sahiptir ve sonugta
enzimlerin dogal substrati olan nisasta ve diger kompleks karbonhidratlara baglanmasini
engeller. Akarboz, gastrointestinal sistemden zayif bir sekilde emilir (% 1-2’si) ve plazma
yart Omrii 2 saattir. Bagirsak mikrobiyal florasi ve sindirim enzimleri tarafindan

metabolize edilir ve diskiyla atilir.
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Sekil 2.2. Akarbozun kimyasal yapisi

Akarboz, tip 2 diyabetin yonetiminde 6nemli bir yere sahiptir. Diyabetli bireylerde
yemek sonrasi kan sekeri yiikselmesi, kardiyovaskiiler rahatsizliklar dahil olmak {izere
cesitli komplikasyonlarin olusumunda etkilidir. Akarboz, bu donemde kan sekeri
diizeylerini diizenleyerek komplikasyon riskini azaltir. Ayrica bazi arastirmalar,
akarbozun tip 2 diyabetin ortaya c¢ikma olasiligmi diisiirebilecegini ve insiilin

duyarhiligini artirabilecegini gostermektedir (Chiasson vd., 2002).
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2.2.3. Lipaz enzimi

Lipazlar (EC 3.1.1.3), lipidlerin (yaglarin) hidrolizini gergeklestirerek yag asitleri
ve gliserol olusumunu saglayan (Sekil 2.3), viicudun enerji metabolizmasinda ve
besinlerin sindirilmesinde kritik 6neme sahip bir enzim ailesidir (Arroyo vd., 1994). Pek
cok canli tiirtinde bulunan lipazlar, 6zellikle pankreasta iiretilen formuyla insan sindirim
sistemi i¢in biiylik oneme sahiptir. Bu enzimler, hem viicut sagliginin korunmasinda hem

de endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

o
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Sekil 2.3. Lipaz enziminin genel reaksiyonu

Lipazlar, triasilgliserolleri hidrolize ederek monogliserit, digliserit, yag asitleri ve
gliserol olusumuna aracilik eder. Bu siire¢ diyetle alinan yaglarin sindirimi ve enerji elde
edilmesi i¢in temel basamaklardan biridir. Lipazlarin ¢cogu, nétr veya hafif alkali pH
degerlerinde en yliksek aktiviteye sahiptir ve bu 6zellikleri, mide-bagirsak sisteminin
uygun bolgelerinde etkili ¢alismalari i¢in avantaj saglar (Hasan, Shah, Hameed & Ahmed,
2006).

Lipazlar sadece biyolojik sistemlerde degil, endiistriyel siireclerde de énemli rol
oynar. Ozellikle gida, deterjan, ilag, biyoyakit ve deri isleme endiistrilerinde lipazlar
yaygin olarak kullanilir. Teknolojik agidan mikrobiyal kaynakli lipazlar biiyiik 6neme
sahiptir; zira mikroorganizmalar hizli lireme, genetik kolay modifikasyon ve yiiksek
aktivite gosterme potansiyelleri ile endiistriyel liretimde tercih edilir (Hasan vd., 2006).
Gilinlimiizde rekombinant DNA teknolojileri sayesinde, lipaz {iiretimi hedeflenen
ozelliklere gore optimize edilebilmekte ve enzim stabilitesi, pH direnci, sicaklik toleransi

gibi faktorler gelistirilebilmektedir (Arroyo vd., 1994).

Metabolik hastaliklar, obezite ve diyabet gibi durumlarda, lipazin rolii dolayli da

olsa Onemlidir. Yag metabolizmasiyla ilgili bozukluklar, insiilin direnci ve
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kardiyovaskiiler riskin artisi ile iliskilendirilir. Dolayisiyla lipazin fonksiyonel dengesinin
korunmasi, bu tlir metabolik hastaliklarin 6nlenmesi ve yonetiminde kritik bir etmen

olarak degerlendirilebilir.
2.2.4. Lipaz ve Orlistat

Obezite, giiniimiizde diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunudur. Fazla kilolu
veya obez bireylerde kalp-damar hastaliklari, tip 2 diyabet, yiiksek tansiyon ve bazi
kanser tiirlerinin goriilme riski artmaktadir (WHO, 2000). Bu nedenle obezite tedavisi,
sadece kilo vermeyi degil, ayn1 zamanda uzun dénemli kilonun korunmasin1 ve buna
bagli saglik risklerinin azaltilmasini hedefler. Obezite tedavisinde, bireylerin ihtiyaglarina
gore kisiye 6zel yaklasimlar uygulanmasi onemlidir. Temel tedavi yaklagimi; beslenme
diizeninin iyilestirilmesi, diizenli fiziksel aktivite ve davranig degisiklikleridir. Ancak bu
yontemlerin yani sira farmakolojik tedaviler de 6nemli bir destek saglamaktadir (Bray &
Ryan, 2012). Orlistat, obezite tedavisinde sik¢a kullanilan ilaglardan biridir. Bu ilag, ince
bagirsakta yaglarin sindirilmesini saglayan lipaz enzimlerini inhibe ederek yag emilimini

azaltir.

Orlistat, baslangigta Streptomyces toxytricini adli bakteriden elde edilen lipstatin
adli dogal bir lipaz inhibitoriiniin yar1 sentetik tiirevidir (Hadvary vd., 1988). Kimyasal
yapisinda, lipaz enzimine baglanarak islevini engelleyen bir beta-lakton halkas1 (Sekil
2.4) bulunur. Bu yapy, ilacin enzim aktif bolgesindeki serin amino asidine kovalent olarak

baglanmasini saglar.

Z O\\‘
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Sekil 2.4. Orlistatin kimyasal yapisi

Orlistat suda ¢ok az ¢oziiniir ve biiyiik oranda bagirsak liimeninde etkilidir. Ag1z
yoluyla alinan orlistatin viicut tarafindan emilimi ¢ok dusiiktiir; genellikle dozun

%1’inden az1 kana karisir (Heck vd., 2000). Bu durum ilagtan kaynaklanabilecek sistemik
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yan etkilerin daha az goriilmesine neden olur. Emilmis az miktardaki kismin biiyiik
boliimii ise karacigerde metabolize olarak inaktif hale gelir. ila¢ esasen diski ile

atildigindan sistemik etkileri sinirli kalir.

Besinlerle alinan yaglar, pankreas ve gastrik lipaz enzimleri sayesinde serbest yag
asitleri ve monogliseritlere pargalanarak viicut tarafindan emilir. Orlistat 6zellikle
pankreatik lipaz1 geri doniisiimsiiz inhibe ederek yaglarin sindirimi 6nemli 6l¢iide azaltir.
Sindirilemeyen yaglar diski yoluyla atilir ve giinliik enerji alimi diismiis olur. Bu da uzun
vadede kilo kaybini destekler. Gliniimiizde bir¢ok ila¢ firmasi orlistat etken maddesini

iceren zayiflama preparatlarini iiretmektedir.

Orlistatin en yaygin yan etkileri, sindirilemeyen yaglarin atilmasina bagli olan
bagirsak hareketlerindeki degisikliklerdir. Yagli veya gevsek diskilama, gaz ve karin
kramplar1 gibi gastrointestinal sikayetler goriilebilir (Sjostrom vd., 1998). Uzun siireli
kullanimda yagda ¢oziinen vitaminlerin (A, D, E, K) emiliminin azalmas1 s6z konusu

olabilir ve bu durum vitamin takviyesini gerektirebilir.
2.2.5. Tirozinaz enzimi

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) dogada yaygin olarak bulunan ve ozellikle melanin
sentezi basta olmak tizere pek ¢ok biyolojik siiregte rol oynayan 6nemli bir enzimdir (Kim
& Uyama, 2005). Bitkilerde, hayvanlarda, ayrica mantarlar ve bazi mikroorganizmalarda
da bulunabilen tirozinaz, fenolik bilesiklerin oksidasyonu yoluyla cesitli pigmentlerin

olusumunu saglar (Solano, 2014).

COOH COOH COOH
NH, NH; NH;
— | Melanin pigmentleri
OH (v}
OH OH o]
L-Tirozin L-DOPA Dopakinon

Sekil 2.5. Tirozinaz enzimi ile melanin sentezi

Tirozinaz enzimi, yapisinda iki bakir iyonu i¢eren bir metaloproteindir. Tirozinaz

melanin biyosentezinde rol oynar (Sekil 2.5) ve tirozinin L-DOPA'ya (3,4-dihidroksi-L-
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fenilalanin) o-hidroksilasyonunu ve L-DOPA'nin dopakinona oksidasyonunu katalize
eder. Tirozinazin monofenollerin karsilik gelen katesollere o-hidroksilasyonu (tirozinin
L-DOPA'ya doniisiimii) “monofenolaz veya kresolaz aktivitesi” ve monofenollerin
karsilik gelen o-kinonlara oksidasyonu (L-DOPA'nin dopakinona doniisiimii) “difenolaz
veya katekolaz aktivitesi” olarak bilinir. Dopakinonun enzimatik olmayan oksidasyonu
dopakromu olusturur ve son olarak bir dizi polimerizasyon reaksiyonunun sonucunda

melanin pigmentleri olusur (Agunbiade & Roes-Hill, 2022).

Melanin deri, sa¢ ve gézlerdeki biyolojik pigmenttir ve cildi giines 1sinlarinin UV
fraksiyonundan ve serbest radikal hasarindan korur. Tirozinaz melanin biyosentezindeki
ilk ve hiz smirlayici olan basamaklari katalizler. Bu sebeple melanin sentezinde merkezi
bir role sahip oldugundan, tirozinaz melanin tiretimi ile ilgili hastaliklarin cogunda 6nemli

bir hedeftir. Ornegin:

- Hipopigmentasyon bozukluklarinda: Tirozinaz aktivitesinin diisik olmasi veya
tirozinaz proteininin yapisinda meydana gelen genetik degisiklikler, derideki melanin
miktarinin azalmasma neden olur. Bu durum albinizm gibi hipopigmentasyon

bozukluklarinin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilir (Oetting & King, 1999).

- Hiperpigmentasyon Problemleri: Tirozinaz aktivitesinin artmast veya diizensiz
kontrolii, melanin miktarinin artmasina ve ciltte istenmeyen lekelerin olusmasina yol
acabilir. Melazma ve gilines lekeleri gibi sorunlar, tirozinazin asir1 aktivitesi ile

iliskilendirilmektedir (Solano, 2014).

- Kronik Hastaliklar ve Kanserler: Melanin sentezinde rol oynamasi nedeniyle, tirozinaz
ozellikle cilt kanseri (melanom) c¢alismalarinda odak noktalarindan biridir. Melanomda
tirozinaz eksprese eden hiicrelerin varlig1 tanisal ve terapotik yaklasimlara Onciilitk

edebilir (Kim & Uyama, 2005).

Tirozinaz kozmetik endiistrisinde de cilt sagliginin korunmasinda ve
pigmentasyon bozukluklarinin tedavisinde saglik agisindan stratejik bir hedeftir.
Tirozinaz inhibitorleri cilt beyazlatici {riinlerin gelistirilmesinde kullanilmakta ve
boylece hiperpigmentasyon problemlerinin giderilmesinde yardimci ¢oziimler

sunulabilmektedir.

Ayrica polifenol oksidaz ailesinden olan tirozinaz meyve-sebzelerin toplanmasi,

islenmesi, depolanmasi sirasinda meydana gelen kararma reaksiyonlarindaki roli
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nedeniyle tarim alaninda da 6nemlidir. Bazi durumlarda tirozinaz aktivitesi belirgin
organoleptik ozelliklerin olugmasi i¢in (kuru iiztim, ¢ay ve kakaoda oldugu gibi gibi)
gerekli olmasina ragmen; tarimda bu tiir enzimatik esmerlesme reaksiyonlar1 biiyiik

ekonomik etkiye sahip 6nemli bir sorundur.

Son yillarda ¢ok sayida yeni tirozinaz inhibitorii arama c¢alismalari hiz
kazanmigtir. Ciinkii ¢ok yoOnlii bir enzim olan tirozinaz Parkinson hastalig1 ile de
iliskilendirilmistir. Tirozinaz enzimi, beynin dopamin norotransmitterince zengin olan
substantia nigra bélgesindeki noronlarin pigmentasyonunda yani néromelanin tiretiminde
de rol alir. Ancak katalizledigi bazi oksidasyon reaksiyonlari sonucu beyin i¢in toksik
metabolitlerin olusumuna ve Parkinson hastaligi ile iligkili noronlarin hasarina yol agar
(Asanuma, Miyazaki & Ogawa, 2003; Mendes, Perry & Francisco, 2014). Bu yiizden
tirozinaz inhibitorlerinin kullanimi Parkinson hastalari i¢in de s6z konusu olup, tirozinaz
enziminin katalitik aktivitesinin durdurulmasi ila¢ arastirmalarinda onemli bir hedef
haline gelmistir. Saglik alaninin yan1 sira kozmetik ve tarim alanlarinda kullanilmak {izere

dogal ve olumsuz etkileri daha az olan tirozinaz inhibitorleri arayisi da devam etmektedir.
2.2.6. Tirozinaz ve Kojik asit

Kojik asit Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan iretilen bir mantar
metabolitidir.  Halihazirda  endiistride  kullanilan  tirozinaz  inhibitorlerinden
(hidrokinonlar, arbutin, aloesin, askorbik asit, salisilik asit, retinoik asit, azelaik asit
(Kima & Uyama, 2005; Chang, 2009) en ¢ok bilinen ve inceleneni kojik asittir. Kojik asit
tirozinazin katekolaz aktivitesini yavasca ve geri doniisiimlii bir sekilde inhibe ederek
melanin {iretimini baskilar. Bu inhibitor etkinin temelinde, kojik asidin tirozinazin aktif
merkezindeki bakir iyonlarina baglanarak substratin oksidasyonunu engellemesi yatar
(Kim & Uyama, 2005).

HO
O

Sekil 2.6. Kojik asidin kimyasal yapisi
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Kojik asit Sekil 2.6°da goriildiigii gibi, kimyasal yapi olarak 5-hidroksi-2-
(hidroksimetil)-4-piron iskeletine sahip bir molekiildiir. Ozellikle kozmetik sektdriinde
cilt beyazlatma amagh iiriinlerde yaygin olarak kullanilmakta ve melanin sentezini
azaltmaktadir (Kim & Uyama, 2005). Giiniimiizde enzimatik esmerlesmeyi 6nlemek igin

bir gida katki maddesi olarak da kullanilmaktadir.

Kojik asit, basta hiperpigmentasyon sorunlar1 olmak {izere yaslhlik lekeleri, giines
lekeleri ve melazma gibi cilt lekelerini azaltmada umut vadeden dogal bir bilesik olarak
one ¢ikmaktadir (Chang, 2009). Bu nedenle cilt bakim kremleri, serumlar ve losyonlarda
etkin bir bilesen olarak yer alir. Kojik asit kozmetik endiistrisindeki sentetik tirozinaz
inhibitorlerine karsi daha dogal bir alternatif olmaktadir. Bununla birlikte kojik asit,
arbutin, salisilik asit, azelaik asit gibi standart tirozinaz inhibitdrlerine ek olarak, son
yillarda polifenoller, benzaldehit ve benzoat tiirevleri, uzun zincirli lipitler gibi dogal

veya sentetik baska yeni inhibitorler de kesfedilmektedir.

2.3. Bitkilerdeki Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler yapilarinda en az bir fenol halkasi bulunduran gogunlukla
bitkiler tarafindan sentezlenen dogal iirtinlerdir. Bu bilesikler bitkilerin biiylime, gelisme,
savunma ve ¢evresel kosullara uyum saglamasinda 6nemli bir rol oynar (Dixon & Paiva,
1995). Fenolik bilesikler bitkilerde genellikle “ikincil metabolitler” olarak adlandirilir ve
bitki tiirline, gelisim evresine ve cevresel kosullara bagli olarak cok farkl tiir ve

miktarlarda bulunabilirler.

Fenolik bilesikler bitkileri zararli organizmalara, hastaliklara ve UV 1sinlariin
olumsuz etkilerine kars1 korumada etkindir. Bitkilerin dayanikliligini artirir ve c¢esitli
stres kosullarina daha iyi uyum saglamasina yardimci olurlar. Genis bir yelpazede dagilim
ve cesitlilik gosteren fenolik bilesikler ailesinde basit fenoller, fenolik asitler,
flavonoidler, tanenler, ligninler, stilbenler gibi farkli alt gruplar bulunur (Crozier vd.,
2006). Bazi fenolikler, tohum ¢imlenmesi ve bitkiler arasi etkilesim gibi stireglerde gorev
alir (Shahidi & Naczk, 2004). Flavonoidler ve antosiyaninler bitkilere ve meyvelere renk
verirken, bocekleri ¢ekerek tozlagsmaya da katki saglarlar. Tanenler ¢ogunlukla ac bir tat

verir, boylece bazi otgul hayvanlarin o bitkileri tiiketmesini engelleyebilir.
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Polifenolik bilesikler bitkilerin ekolojik ve fizyolojik durumlarinda 6nemli rol
oynarken, ayn1 zamanda insan saghig iizerinde etkili olan ve gida, ilag, kozmetik gibi
farkli sektorlere de katki veren degerli dogal iirlinlerdir. Fenolik bilesikler insan sagligi
tizerinde 6zellikle antioksidan etkili yonleriyle 6ne cikarlar. Antioksidanlar viicuttaki
zararl serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicre hasarini azaltir, bdylece kalp-damar
hastaliklari, bazi kanser tiirleri ve diger kronik rahatsizliklarin 6nlenmesinde yararh
olabilirler (Shahidi & Naczk, 2004). Gida endiistrisinde ise fenolik bilesikler dogal
renklendirici veya koruyucu olarak kullanilabilirler. Polifenolik bilesiklerden
flavonoidler, hidrokinonlar ve bazi benzaldehit tiirevi bilesikler ¢esitli enzimler {izerine
inhibitdr olarak etki gostermektedir. Ornegin flavonoidler metal selatlama 6zelliklerinden

dolay1, kofaktorii bulunan enzimleri inhibe edebilirler.

Bu ¢alismada, halk arasinda sifali bitkilerden biri oldugu diisiiniilen ve yiiksek
aromatik 0zellikli olan rezenenin fenolik bilesenlerinin tlirli ve miktarinin belirlenmesi
icin hem etanolik ekstrakti hem de ugucu yagi LC-MS/MS ile analiz edildi. Ayrica
ekstraktin toplam fenolik miktar1 Folin-Ciocalteu metoduyla belirlendi. Bitkinin
antioksidan aktivitesini degerlendirmek iizere serbest radikal giderme giicii DPPH

metoduyla tayin edildi.

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali giderme metodu ilk olarak 1958
yilinda M. Blois tarafindan gelistirilmis olup, giiniimiizde sik¢a kullanilmaktadir.
Antioksidan bilesiklerin ve bitkisel ekstraktlarin serbest radikal giderme kapasitesini
belirlemek i¢in hizli, pratik ve yaygin olarak kabul gérmiis bir tekniktir. DPPH radikali,
azot merkezli, stabil bir sentetik radikaldir. Alkoldeki ¢ozeltisi mor renkli olup, 515-520
nm dalga boylar1 arasinda maksimum absorbans gosterir. Ortamdaki bilesik veya bitki
ekstrakti antioksidan etkiye sahip ise radikali nétralize eder ve ¢ozeltinin rengi sartya
doner. Absorbansda meydana gelen azalma genellikle 517 nm’de spektrofotometrik
olarak izlenebilir ve analiz edilen 6rnegin antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verir
(Molyneux, 2004; Blois, 1958).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Materyaller
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar

Domuz pankreatik lipazi (Tip 1, 100-400 U/mg protein), domuz pankreatik
amilaz1 (Tip IV-B, 1MU, 30 U/mg kat1), mantar tirozinazi (50 KU, >1000 U/mg kati), p-
nitrofenilpalmitat, nisasta, akarboz, L-DOPA, kojik asit, dipotasyum hidrojen fosfat
(K2HPOs), gum arabik, sodyum deoksikolat, Triton X-100, dinitro salisilik asit (DNS),
DPPH, BHA, Folin-Ciocalteu ayiraci, gallik asit, NaCOs Sigma/Sigma-Aldrich
firmalarindan; Tris, disodyum hidrojen fosfat (Na2HPOs), monopotasyum dihidrojen
fosfat (KH2POg4), sodyum potasyum tartarat, sodyum hidroksit, sodyum siilfit dimetil
siilfoksit (DMSO) Merck; etanol Isolab; hidroklorik asit Tekkim ve sodyum kloriir
Riedel-de Haen firmalarindan temin edilmistir.

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 sunlardir:

e Blender (Waring)

e (Calkalamali su banyosu (Wisebath Daihan)

e Rotaevaporator (Buchi)

e Derin dondurucu (-80 °C) (Wise Cyro Daihan)
¢ Buzdolabi1 (Argelik)

¢ Ultrasonik su banyosu (Wiseclean Daihan)

¢ pH Metre (Jenco 6173)

e Terazi (Presica XB 220A)

o Spektrofotometre ve mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific)
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e Mikro pipetler (Eppendorf)
¢ VVorteks (Whirli mixer)
e Isitic1 ve manyetik karigtirict (IKA RH basic-2)

a-Amilaz aktivitesi ve inhibisyonu tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

e a-Amilaz ¢6zeltisi (domuz pankreatik amilazi, w/v): 0,020 g amilaz enzimi tartildi ve
20 mL fosfat tamponunda (20 mM, pH 6.9) ¢oziilerek hazirlandi.

e % 1’lik nisasta ¢ozeltisi: 0,5 g nisasta destile su ile beherde 1sitilarak ¢oziildii,
soguyunca 50 mL’lik balon jojede hacmine tamamlandi.

e 3,5-Dinitro salisilik asit ¢ozeltisi: 1 g DNS tartilarak 50 mL destile suda ¢6ziildii. 20
mL 2N NaOH, 0,125 g sodyum siilfit ve 30 g sodyum potasyum tartarat eklenerek destile
su ile 100 mL hacme tamamlandi.

e 20 mM fosfat tamponu (pH 6.9): Hazirlanan 20 mM KH2PO4 ve 20 mM NaHPO4
¢oOzeltileri tampon tablosunda belirtilen oranlarda karistirildi ve pH-metrede karisimin pH
degeri dlciildiikten sonra kullanildi.

e 2 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 2 g NaOH tartildi, destile suda ¢oziilerek 50 mL’lik
balon jojede hacmine tamamlandi.

¢ Bitki ornegi: Bitki ekstrakti 5 mg/mL konsantrasyonu saglayacak sekilde tartildi ve
tamponda ¢oziildii. Bu stok ¢6zelti, tamponla seyreltilerek farkli konsantrasyonlardaki
ornek ¢ozeltileri (100 pg/mL, 500 pg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL) hazirlandi.

e Akarboz ¢ozeltisi: 50 mg akarboz tartilarak 10 mL destile suda ¢6ziildii. Bu stok

¢ozeltiden ¢alisilan konsantrasyonlara seyreltildi.

Lipaz aktivitesi ve inhibisyonu tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

e Lipaz cozeltisi: Domuz pankreatik lipaz1 1 mg/mL olacak sekilde 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7,6) 1,15 mg/mL sodyum deoksikolat ve 0,55 mg/mL gum arabik
eklenerek hazirlandi.

e 50 mM fosfat tamponu (pH 7,6): Hazirlanan KH2PO4 ve NazHPO4 ¢ozeltileri tampon
tablosunda belirtilen oranlarda karistirildt ve pH-metrede karisimin pH degeri
Olgiildiikten sonra kullanildi.

e p-Nitrofenil palmitat substrati1 (p-NPP): 0,003 g p-nitrofenil palmitat 10 mL % 3’lik
DMSO’da ¢oziildii.
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e Bitki 6rnegi: Bitki ekstrakti 5 mg/mL konsantrasyonu saglayacak sekilde tartildi ve
tamponda ¢0ziildii. Bu stok ¢ozelti degisen konsantrasyonlara (100 pg/mL, 500 pg/mL,
1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL) seyreltildi.

e Orlistat ¢ozeltisi: 10 mg orlistat tartilarak 10 mL destile suda ¢oziildii. Bu stok

¢ozeltiden ¢aligilan konsantrasyonlara seyreltildi.

Tirozinaz aktivitesi ve inhibisyonu tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

e Tirozinaz enzimi: Enzim 50 mM fosfat tamponunda (pH 6.8) ¢o6ziilerek 10,4 U olacak
sekilde hazirlandi.

e 3 mM L-DOPA: 0,0148 g tartildi, destile suda ¢oziilerek 25 mL’lik balon jojede
hacmine tamamlandi.

e 50 mM fosfat tamponu (pH 6.8): Hazirlanan 50 mM KH2PO4 ve 50 mM NaxHPO4
¢oOzeltileri tampon tablosunda belirtilen oranlarda karistirildi ve pH-metrede karisimin pH
degeri dlgiildiikten sonra kullanildu.

o Bitki 6rnegi: Bitki ekstrakti 5 mg/mL konsantrasyonu saglayacak sekilde tartildi ve
tamponda ¢0ziildil. Bu stok ¢ozelti, tamponla seyreltilerek ¢aligilan konsantrasyonlardaki
ornek ¢ozeltileri hazirlandi.

o Kojik asit ¢cozeltisi: 1 mg/mL konsantrasyonda olacak miktarda tartilarak, destile suda

hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden calisilan konsantrasyonlara seyreltildi.

Toplam fenolik madde tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

¢ % 2’lik Na2COs ¢ozeltisi: 0,5 g Na2COs tartildr ve saf suda ¢oziilerek balon jojede 25
mL’ye tamamlandi.

e Gallik asit ¢ozeltisi (1 mg/mL): 0,05 g gallik asit tartild1 ve saf suda ¢oziildiikten sonra
50 mL’ye tamamlandi. Bu stok ¢ozeltiden 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL
konsantrasyonlara seyreltildi.

¢ Folin Ciocalteu Reaktifi (FCR): Satin alindig1 sekilde direk kullanildi.

DPPH® giderme metodunda kullanilan cozeltiler:

e 1 mM DPPH: 0,0394 g DPPH tartilarak balon jojeye konuldu. Magnetik karistirict
yardimiyla etanolde ¢oziilmesi saglandi ve etanol ile 100 mL’ye tamamlandi. Isik
almamasi i¢in balon joje aliiminyum folyo ile kaplanarak duzdolabinda muhafaza edildi.
e 0,1 mM DPPH: 1 mM DPPH cozeltisinden 25 mL alinip etanol ile 250 mL’ye
seyreltildi.
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e 1 mg/mL’lik BHA c¢ozeltisi: 25 mg BHA tartildi ve 25 mL etanolde ¢oziilerek
hazirlandi. Bu stok ¢ozelti 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlara
seyreltildi.

3.2. Metodlar
3.2.1. Rezene yapraklarindan etanol ekstraktimin hazirlanmasi

Edirne’nin Hidiraga Koyiindeki bir bahgede yetisen rezene (arapsaci) bitkisinin
toprakiistii kisimlar1 (¢igeklenmeden Once) toplanarak (Mayis 2024) direk giines 15181
gormeyen, havadar bir ortamda kurutuldu ve uygun kosullarda saklandi. Bitki ekstrakti
hazirlamasi i¢in kurutulmus bitki 6rnegi (Sekil 3.1) Waring blendirdan gecirilerek
ogiitiildii ve 55 g olarak tartildi. Uzerine 550 mL % 80°lik etanol eklenerek 25° C’deki
calkalayicili su banyosunda 125 rpm hizda 6 saat boyunca galkalandi. Siire sonunda bitki-
¢oziicli karisimi stizgeg kagidindan siiziildii ve ¢oziiciisii rotaecvoparatorde uzaklastirildi.
Balondaki ekstrat petri kabina alinarak, ¢oziiciisii tamamen uguncaya kadar oda
kosullarinda bekletildi. Elde edilen yesil renkli ekstrakt “ham ekstrakt” olarak adlandirild:

ve enzim inhibisyonu deneylerinde kullanilincaya kadar uygun kosullarda saklandi.

Sekil 3.1. Dogal ortaminda bulunan ve kurutulmus rezene bitkisi

3.2.2. Etanol ekstraktimn a-amilaz inhibisyonunun belirlenmesi

Rezene yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktinin karbonhidrat sindiriminde
gorev alan a-amilaz enzimi tizerindeki olas1 inhibitor etkisi Apostolidis, Kwon ve Shetty

(2007) tarafindan bildirilen metoda gore calisilmistir.
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a-Amilaz enzim aktivitesi igin; 500 pL nisasta substrati iizerine 500 puL (15 U)
enzim ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C’de 15 dakika boyunca inkiibe edildi. 1 mL DNS ¢ozeltisi
ilave edildikten sonra 5 dakika boyunca kaynar su banyosunda kaynatildi. Sogutarak
tipler oda sicakligina getirildi ve iizerlerine 7,5 mL destile su eklendi. 540 nm’deki

absorbans degerleri 6lgiildii. Enzim yerine tampon alinarak kontrol tiipii ¢aligildi.

Bitki  ekstraktinin  oa-amilaz  enzimi  iizerinde inhibisyon etkisini
degerlendirebilmek i¢in 6nce ¢alisma tamponunda 5 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 500
ug/mL, 100 ug/mL konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerden 500 uL alinarak 500 pL
enzim ile 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda karisima 500 pL nisasta
cozeltisi eklenerek 37 °C’de 15 dakika daha inkiibasyon yapildi. DNS ilavesinden sonra
yukarida belirtildigi gibi deneye devam edildi. Herbir 6rnek konsantrasyonu igin enzim

yerine tampon alinarak numune korii galisildi.

Pozitif kontrol olarak a-amilaz inhibitorii olan Akarboz kullanildi ve 10-1000
ug/mL konsantrasyon araligindaki akarboz c¢ozeltilerine de ayni deney prosediirii

uygulanda.

Deneyde sadece enzim ve substrat eklenerek enzim aktivitesi ¢aligilan tiip % 100
aktif kabul edildi. Degisen konsantrasyonlardaki 6rneklerin ve akarboz ¢6zeltilerinin o-

amilaz enzimini tizerindeki inhibisyon yiizdeleri agagida verilen formiile gére hesaplandi.
% Inhibisyon=[(Absorbansamita-Absorbansekstrakt/akarboz)/ Absorbansamiiaz]x100

Absorbansamilaz % 100 aktif kabul edilen tiipiin absorbansi; Absorbansgkstrakt
numune korii absorbansi ¢ikarildiktan sonra elde edilen absorbans degerlerini ifade

etmektedir.
3.2.3. Etanol ekstraktinin lipaz inhibisyonunun belirlenmesi

Lipaz aktivitesi (Tan, Chang & Zhang, 2017) i¢in; 450 puL tampon (pH 7.6 fosfat
tamponu), 600 pL enzim ve 450 uL p-NPP substrat ¢ozeltileri 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edildi ve mikroplaka okuyucuda 405 nm dalgaboyunda absorbans &lgiimleri yapildi.

Enzim yerine tampon alinarak kontrol tiipii ¢aligildi.

Lipaz enziminin p-nitrofenil palmitat substratin1 katalizleme reaksiyonu Sekil

3.2’de goriilmektedir.
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Sekil 3.2. p-Nitrofenilpalmitat substrati lizerinde lipaz enziminin etkisi

Bitki ekstraktinin anti-lipaz aktivitesini incelemek igin; 1800 uL. tampon tizerine,
100 pg/mL, 500 pg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL ve 5 mg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan 6rneklerden 450 pL alinarak 600 pL enzim ile 37 °C’de
20 dakika inkiibe edildi. Sonra ortama 450 puL. p-NPP substrati eklenerek 37 °C’de 20
dakika daha inkiibe edildi ve 405 nm dalgaboyunda absorbanslari okundu. Herbir 6rnek

icin enzim yerine tampon konularak numune korii calisildi.

Enzim inhibitorii olan Orlistat pozitif kontrol olarak kullanildi ve 1-2-10-100-500

ve 1000 ug/mL konsantrasyon araligindaki orlistat ¢ozeltileri ile deney yapildi.

Ornek veya orlistat eklenmeden enzim aktivitesi yapilan tiip % 100 aktif kabul
edildi. Verilen formiile gore, degisen konsantrasyonlardaki orneklerin ve orlistat

¢ozeltilerinin lipaz enzimini izerindeki inhibisyon yiizdeleri hesaplandi.
% Inhibisyon=[(Absorbansipaz-AbSOrbansestraktoristat)/ Absorbanstipaz]x100

Absorbansiipsz % 100 aktif kabul edilen tiipiin absorbansi; Absorbansekstrakt
numune korii absorbansi ¢ikarildiktan sonra elde edilen absorbans degerlerini ifade

etmektedir.
3.2.4. Etanol ekstraktinin tirozinaz inhibisyonunun belirlenmesi

Tirozinaz aktivite tayini i¢in (Masuda vd., 2007); 120 uL tampon (pH 6.8 fosfat
tamponu), 40 uL enzim (10,4 U) ve 40 uL L-DOPA ¢ozeltileri 10 dakika oda kosullarinda
inkiibe edildi ve mikroplaka okuyucuda 475 nm dalgaboyunda absorbans o6lgiimleri

yapildi. Enzim yerine tampon alinarak kontrol tiipii ¢alisildi.
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Bitki ekstraktinin tirozinaz enzimi iizerindeki olas1 inhibisyon etkisini incelemek
tizere; 40 puL tampon ve farkli konsantrasyonlarda ¢alisma tamponunda hazirlanan 40’ar
uL (50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 ug/mL, 500 ug/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 5 mg/mL) 6rnek
tizerine 40 puL enzim eklenerek 10 dakika oda kosullarinda 6n inkiibe edildi. Sonra ortama
40 pL L-DOPA substrati eklenerek oda kosullarinda 10 dakika daha inkiibe edildi. Herbir
ornek i¢in enzim yerine tampon konularak numune korii ¢alisildi. 475 nm dalgaboyunda

mikroplaka okuyucuda absorbanslari okundu.

Enzim inhibit6rii olarak bilinen kojik asit pozitif kontrol olarak kullanildi. Kojik
asit ¢ozeltileri 10-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanarak ayni deney

prosediirii uygulandi.

Ekstrakt veya kojik asit eklenmeden sadece enzim ve substrat eklenerek yapilan
deney % 100 aktivite gosteren tiip olarak kabul edildi. Degisen konsantrasyonlardaki
orneklerin ve kojik asit ¢dzeltilerinin tirozinaz enzimini tizerindeki inhibisyon yiizdeleri

asagida verilen formiile gore hesaplandi.
% inhibisyon:[(AbSOI'bal’lSTirozinaz 'AbsorbanSEkstrakthojik asit)/ AbsorbanSTirozinaz]Xloo

AbsorbansTirozinaz % 100 aktif kabul edilen tiiplin absorbansi; Absorbansekstrakt
numune korii absorbansi ¢ikarildiktan sonra elde edilen absorbans degerlerini ifade

etmektedir.
3.2.5. Etanol ekstraktinin toplam fenolik madde miktar tayini

Rezene bitkisinin yapraklarindan elde edilen ekstraktta toplam fenolik madde
tayini Singleton ve Rossi (1965) metodu kullanilarak ¢ahisildi. 1 mg/mL
konsantrasyondaki 0,1 mL ekstraktin tizerine 4,5 mL destile su ve 0,1 mL Folin-Ciocalteu
reaktifi eklenerek vortekslendi. 3 dk bekletmeden sonra 0,3 mL % 2’lik Na2CO3 eklendi.
Oda kosullarinda 2 saat ¢alkalamali su banyosunda 125 rpm hizda galkalanarak bekletildi.
760 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii. Ekstrakt yerine 0,1 mL su kullanilarak kor

deneme yapildi.

Ornegin toplam fenolik madde miktarmin belirlenmesinde, bitkilerde yaygin
olarak bulunan gallik asit standart madde olarak kullanildi. Bu amagla 50, 100, 200, 300,
400, 500 pg/mL konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri hazirlandi ve her birine yukari

verilen deney prosediirii uygulandi. Okunan absorbans degerleri, gallik asit ¢ozeltilerinin
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konsantrasyonlarina karsi grafige gecirildi ve gallik asit standart grafigi olusturuldu (Sekil
3.3). Bu lineer grafigin dogru denklemi y=0,001x-0,0292 (R?=0,9904) olarak belirlendi.
Elde edilen denklem kullanilarak ekstraktin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit

esdegeri cinsinden (ug GAE) hesaplandi.
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Sekil 3.3. Toplam fenolik madde tayini igin gallik asit standart grafigi

3.2.6. Etanol ekstraktinin serbest radikal giderme aktivitesinin tayini

Rezene yaprak ekstraktinin antioksidan kapasitesini degerlendirmek amaciyla
DPPH serbest radikali giderme metodu (Blois, 1958) kullanild:.

Calismada 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok bitki ekstrakti 100, 250, 500
ve 750 ug/mL konsantrasyonlara seyreltildi. Her bir konsantrasyondan 1 mL alinarak
tizerine 4 mL 0,1 mM DPPH c¢ozeltisinden eklendi ve karisimlar vortekslendi. Oda
kosullarinda ve karanlikta 30 dk bekletildikten sonra 517 nm’de absorbanslar1 okundu.
Kontrol tiipii ekstrakt yerine etanol kullanilarak ¢alisildi. Standart antioksidan madde
olarak kullanilan BHA (25, 50, 100, 250, 500 ug/mL konsantrasyonlarda) ¢ozeltileri de

ayni deney prosediiriine gore ¢alisildi.

Herbir konsantrasyonda calisilan bitki ekstrakti ve BHA c¢ozeltileri i¢in dlgiilen
absorbans degerleri kullanilarak serbest radikal giderim aktiviteleri % inhibisyon

cinsinden hesaplandi.

% Inhibisyon=[(Absorbanskontrol ~AbSOrbansekstrakeHA)/ Absorbanskontrol]x100
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3.2.7. Etanol ekstraktinin ve ucucu yagin fenolik bilesen icerigi

Rezene bitkisinden elde edilen ham ektraktin (B6liim 3.2.1) ve hidrodestilasyon
ile elde edilen ugucu yagm (Boliim 3.2.8) fenolik bilesenleri Trakya Universitesi
Teknoloji Arastirma Gelistirme ve Uygulama Merkezi (TUTAGEM)’nde Agilent marka
LC-MS/MS cihaziyla tayin edildi. Analiz prosediiriine ait cihazda uygulanan

parametreler Cizelge 3.1’de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Fenolik profil analizine ait cihaz ile ilgili parametreler

Analiz Parametresi Kosul
Mobil Faz A 5 mM Amonyum format + %0.1 Formik asit + Ultra saf su
Mobil Faz B %0.1 Formik asit + Metanol
Kolon tiirti Zorbax-Extend-C18 (4.6x100 mm ve 3.5 micron)
Kolon Sicakligi 25°C
Ornekleyici Sicaklig 4°C
Enjeksiyon Hacmi 5uL
Analiz Siiresi 12 dk
Akis Hizi 0.600 ml/dk
Iyon Kaynag: Elektrosprey Iyonizasyon (ESI)
Iyonlastirma Tiirii Pozitif
Kapiler Voltaji 3000 V
Source Sicakligi 375°C
Azot Gaz1 Sicakligl 300°C
Azot Gaz Akist 10 L/dk
Delta EMV (+) ov

Ham ekstrakttan ve ugucu yag fraksiyonundan hidroliz yapilmadan ve asidik
hidrolize tabi tutularak fenolik bilesen ekstraksiyonu yapildi. Boylece her iki 6rnekte de
hem seker igeren fenolik bilesenler (glikozid halinde bulunan maddeler), hem de basit

fenolik asitler analiz edildi.
3.2.8. Rezene yapraklarindan ucucu yag eldesi ve ugucu bilesenlerinin analizi

20 g rezene yapraklari 300 mL su igeren cam balona koyularak Clevenger
cihaziyla 2 saat siire ile hidrodestilasyona tabi tutuldu ve ugucu yagin toplanmasi saglandi
(verim % 4,6). Elde edilen ugucu yag koyu renkli cam siseye alinarak fenolik

bilesenlerinin ve ugucu bilesenlerinin analizi i¢in buzdolabinda muhafaza edildi.
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Elde edilen ugucu yagm bilesenleri TUTAGEM’deki Agilent marka 8890 model
GC ve Agilent marka 7000D GC/TQ model kiitle spektrometresi ile tayin edildi. Kapiler
kolon olarak HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um film kalinlig1) ve 1 ml/dk akis hizinda
helyum tasiyic1 gazi kullanilmistir. GC firin sicakligi 50°C’de 3 dk tutulup, 100°C’ye
3°C/dk hizla ¢ikarilip, 2 dk sonra 8°C/dk hizla 250°C’ye ¢ikarilmistir. Bu sicaklikta 4,5
dk tutulmustur. Enjektor sicakligi 250°C ve split orani 1:70 olarak ayarlanmistir. Kiitle
spektrometresi tarama araligi (m/z) 45-700 atomik kiitle birimi (amu) araligina
ayarlanmistir. Elde edilen kromatogramdaki ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesinde

NIST ve Wiley GC-MS kiitiiphaneleri verileri esas alinmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Etanol Ekstraktinin a-Amilaz inhibisyonu

Calismada amilaz enziminin substrati olarak nisasta, inhibitor standarti olarak da
akarboz kullanilmistir. Oncelikle bitki drnegi veya akarboz eklenmeden deneme yapilmis
ve bu analiz enzimin optimum kosullarda ¢alistig1 yani tam aktivite gosterdigi analiz tiipii
olarak kabul edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda bitki ekstrakti veya akarboz eklenerek
caligilan tiiplerden elde edilen sonuglar enzimatik aktivite ile kiyaslanarak inhibisyon

oranlar1 belirlenmis ve Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Akarboz ve ekstraktin a-amilaz enzimini inhibe etme oranlart

Akarboz (ug/mL) % Inh Ekstrakt (ug/mL) % Inh

10 10,75+0,89 100 40,10+3,80
50 19,22+1,04 500 40,91+1,01
100 41,69+5,65 1000 43,82+0,11
250 60,40+3,81 2000 47,28+1,39
500 69,30+2,92 5000 55,88+3,26

1000 80,48+2,85

ECso 145 pug/mL ECso 2300 pg/mL

ECso (Etkili konsantrasyon) degeri enzimatik reaksiyonun hizin1 %50 oraninda
azaltmak i¢in gereken inhibitor konsantrasyonudur. Calisilan Ornegin inhibisyon
etkinligini yorumlamak i¢in siklikla kullanilan bir parametredir ve akarbozun ECso degeri

145 pg/mL iken, rezene i¢in 2300 pg/mL olarak belirlenmistir.
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4.2. Etanol Ekstraktinin Lipaz Inhibisyonu

Calismada lipaz enziminin substrati olarak p-nitrofenil palmitat kullanilmigtir.
Oncelikle bitki 6rnegi eklenmeden deneme yapilmis ve bu enzimin optimum kosullarda
calistigin  yani tam aktivite gosterdigi tlip olarak kabul edilmistir. Farkl
konsantrasyonlarda (100 pg/mL, 500 pg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 4 mg/mL ve
5 mg/mL) bitki ekstrakti eklenerek galisilan tiiplerden elde edilen sonuglar enzimatik
aktivite ile kiyaslanarak inhibisyon oranlari belirlenmistir. Arapsag1 bitkisinin ve pozitif
standart olarak kullanilan orlistatin doz ve lipaz enzimi iizerindeki inhibisyon yiizdeleri
Cizelge 4.2°de goriilmektedir. Konsantrasyon artisiyla inhibisyon oranlari da arttmistir.
Bitki ekstraktt 3000 pg/mL ve sonrasi konsantrasyonlarda lipaz enzimini yliksek
oranlarda inhibe etmistir ancak ticari inhibitdr orlistat 10 pg/mL konsantrasyonda % 85

inhibisyon etkisi gostermistir.

Cizelge 4.2. Orlistat ve ekstraktin lipaz enzimini inhibe etme oranlari

Orlistat (ug/mL) % Inh Ekstrakt (ng/mL) % Inh
1 11,06+0,52 500 11,10+1,27
2 36,49+1,35 1000 21,42+0,40
10 85,08+3,95 2000 37,83+5,08
100 94,43+1,91 3000 77,55+3,53
500 93,02+0,37 4000 84,20+4,21
1000 91,99+1,00 5000 88,94+1,51

4.3. Etanol Ekstraktinin Tirozinaz inhibisyonu

Calismada tirozinaz enziminin substrati olarak L-DOPA, inhibitor standarti1 olarak
da kojik asit kullanilmistir. Oncelikle bitki 6rnegi veya kojik asit eklenmeden deneme
yapilmis ve bu deneme enzimin optimum kosullarda galistig1 yani tam aktivite gosterdigi
tiip olarak kabul edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda bitki ekstrakti veya kojik asit
cozeltisi eklenerek calisilan tliplerden elde edilen sonuclar enzimatik aktivite ile
kiyaslanarak inhibisyon oranlar1 belirlenmistir. Kojik asit 10-50-100-250-500-750 ve
1000 pg/mL konsantrasyonlarda calisilmis ve dozla orantili sekilde artan inhibisyon
oranlar gézlenmistir (Cizelge 4.3). Bitki ekstraktiyla ise oncelikle 500-1000-2000-5000

ug/mL olarak segilen nispeten yiiksek konsantrasyonlarda galisilmis ancak inhibisyon
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aktivitesi tayin edilememistir. Sonrasinda konsantrasyonlar 50-100-250-500 pg/mL
olacak sekilde deney tekrarlanmig ve yine inhibisyon gozlenmemistir. Sadece 50 ve 100
pg/mL konsantrasyonlarinda sirasiyla % 2,99+0,61 ve % 3,91+0,53 olan cok diisiik

oranlarda inhibisyon degerleri hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Kojik asidin tirozinaz enzimini inhibe etme oranlari

Kojik asit (ug/mL) % Inhibisyon

10 38,25+1,48

50 75,89+2,14
100 82,35+2,45
250 81,41+3,16
500 86,86+2,42
750 88,45+4,19
1000 89,70+4,49

Tirozinaz enzimi i¢in kullanilan aktivite tayin yontemi olusan renkli tirliniin yani
dopakromun spektrofotometrik metodla olgiilmesine yoneliktir. Bitki ekstraktlari
genellikle renkli oldugu i¢in spektrofotometrik temelli 6l¢timlerde girisim olabilir. Bu
calismada da olas1 girisim etkisi deneyler sirasinda prosediire numune korii ¢aligmasi
eklenerek giderilmeye calisilmasina ragmen, rezene yaprak ekstraktinin tirozinaz

enzimini inhibe etmedigi goriilmiistiir.

4.4. Ekstraktin Toplam Fenolik Madde Miktar1 ve Serbest Radikal Giderme
Aktivitesi

Caligmada toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile
spektrofotometrik olarak tayin edildi ve rezene bitki ekstraktinin gallik asit cinsinden
52,79+0,84 ng/g fenolik maddeye sahip oldugu belirlendi. Bitkilerin fenolik bilesiklerine
atfedilen antioksidan 6zelligi, aktivite tayin metodlarindan biri olan DPPH radikalini
giderme metoduna gore calisildi. Ornedin konsantrasyon artist ile serbest radikal giderme
gliciiniin de arttig1 gorilmustiir. Sekil 4.1°de de goriildiigi gibi rezene ekstrakti ortamdaki
DPPH radikallerini 500 pg/mL ve iizeri konsantrasyonlarinda % 50’nin iizerinde
gidermistir ve bir ham ekstrakt icin elde edilen bu oranlarin BHA standart maddesiyle

kiyaslanabilecek derecede oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.1. Ekstrakt ve standart maddenin DPPH radikali giderme aktivitesi

Bir 6rnegin antioksidan aktivitesini yorumlamak icin genellikle ECso (Etkili
konsatrasyon) degeri kullanilmaktadir. Bu deger antioksidan maddenin, bitki ekstraktinin
veya calisilan Orneklerin ¢alisilan konsantrasyonlari ile hesaplanan % inhibisyon
degerleri arasinda c¢izilen grafiklerden hesaplanmaktadir. ECso degeri baslangigta
ortamda bulunan DPPH radikali konsantrasyonunun % 50’sini gidermek i¢in gerekli
madde/ekstrakt miktarini ifade eder ve birimi mg/mL veya pg/mL’dir. Caligmadan elde
edilen sonuglara gore ECso degerleri ekstrakt i¢in 500 pg/mL ve standart madde BHA
icin 40 ug/mL olarak belirlenmistir. Bu da bitkinin standart maddenin serbest radikal

giderme giiciine 12,5 kat yaklastigin1 gostermektedir.
4.5. Rezene Yaprak Ekstraktinin ve Ucucu Yagmin Fenolik Bilesen Icerigi

Rezene bitkisinden elde edilen etanol ekstraktinda ve Clevenger aparati
kullanilarak hidrodestilasyon esasiyla elde edilen ugucu yag fraksiyonunda 6460 Triple
Quadrupole marka LC-MS/MS cihazi ile Cizelge 4.4°de listelenen 44 ¢esit fenolik bilesen

igerikleri analiz edildi.
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Cizelge 4.4. Analiz edilen fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari

Fenolik Bilesigin Kimyasal Yapis1 | Fenolik Bilesigin Ad1 | Fenolik Bilesik Grubu
O-_OCH
Gallik Asit Hidroksibenzoik asit
HO OH
Protokatesik Asit Hidroksibenzoik asit

OH
0. OH
Ejgj\UH

OH
o)
Ho\@k ”
OH

2,5-Dihidroksibenzoik
asit

Hidroksibenzoik asit

COOH
mco@oem Siringik asit Hidroksibenzoik asit
OH
0. _OH
ércm Salisilik asit Hidroksibenzoik asit
o)
QA\»)LOH
HO Kafeik Asit Sinnamik asit
OH
HO CO.H
1
HO' > Y0~ Klorojenik asit Sinnamik asit
OH OH
OH
0
""OH Trans ferulik asit Sinnamik asit
HO
OCHg
p-Kumarik asit Sinnamik asit

(0]
WOH
HO
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Sinapik asit

Hidroksisinamik asit
tirevi

2-Hidroksitrans
sinamik asit

Hidroksisinnamik asit

Kafeik asit fenetil esteri
(CAPE)

Hidroksisinamik asit
tirevi

OH
]
HO o™ Etil gallat Gallik asidin etil esteri
HO
HO
OH
HO.
o ¥ Propil gallat Galli_k asidin propil
I esteri
OH

Rozmarinik asit

Kafeik asit esteri

HO O
mOH Katesin Flavanol
OH
OH
OH
HO O 0 O Epikatesin Flavanol
OH
OH
OH
OH
° O Lutolein Flavon
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Apigenin Flavon

Chrysin Flavon

Pinosembrin Flavanon
Naringenin Flavanon
Kamferol Flavonol
Mirisetin Flavonol
Kersetin Flavonol
[zoramnetin Flavonol
Galangin Flavonol

34




Jaseosidin Flavonoid
Genistein Izoflavonoid

Rutin Flavonoid glikozidi
Naringin Flavonoid glikozidi
Hesperidin Flavonoid glikozidi
Oleuropein Glikozidli fenolik

bilesik

Verbaskozit

Glikozidli fenolik
bilesik
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O ™ Gallokatesin +
0 O ° r | Epigallokatesin Flavanoller
OH OH
9 o g ” | Katesin gallat + Flavanoller
> o Epikatesin gallat
OH
©:OH
0 Epigallokatesin gallat Flavanoller

Teaflavin-3-gallat

Kondanse tanen

Florizin Dihidrokalkon
HO™ "OH
OH
OH
o C |
O N Resveratrol Stilben
OH
OH O OH
U e | -
Aloin A Antrakinon glikoziti
OH
0
HO oH
OH
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Absisik asit Seskiterpenoid sinifi
bitki hormonu
o Gibberellik asit Diterpenoid sinifi bitki
hormonu
OH
? Jasmonik asit Lipidik bitki hormonu
) X CHs
OH
N5 .
N Indol-3-asetik asit Oksinler
H (bitki hormonu)

Cizelge 4.5’te goriildiigli gibi rezene bitkisinin etanol ekstraktinda analizlenen 44
bilesikten 16 adedi tanimlanmis olup bunlardan sirasiyla en fazla absisik asit, indol-3
asetik asit, trans-ferulik asit, rutin, protokatesik asit, p-kumarik asit ve jasmonik asit
bulunmaktadir. Asidik hidroliz uygulanmis etanol ekstraktinda ise tanimlanan 19
bilesikten absisik asit, kafeik asit, kamferol, trans-ferulik asit, p-kumarik asit ve

protokatesik asit en fazla miktarlarda belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Rezene etanol ekstraktinda bulunan fenolik bilesenler ve miktarlari

Fenolik Bilesigin Ad1 Etanol ekstrakti Hidrolizlenmis etanol ekstrakti
(ng/g) (ng/g)
Gallik asit 649 2135
Protokatesik asit 2630 22407
2,5-Dihidroksibenzoik asit 615 13365
Siringik asit 0 0
Salisilik asit 1110 12406
Kafeik asit 869 84064
Trans ferulik asit 3442 49448
p-Kumarik asit 1932 33262
Klorojenik asit 0 0
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Katesin+ Epikatesin
Liitolein
Apigenin
Kamferol
Mirisetin
Kersetin
Izoramnetin
Oleuropein
Etil gallat
Propil gallat
Florizin
Absisik asit
Jasmonik asit

Gallokatesin +
Epigallokatesin
Rosmarinik asit

Epigallokatesin Gallat
Gibberellik asit
Vebaskozit

Rutin

Katesin Gallat +
Epikatesin Gallat
Sinapik asit

Naringin
Hesperidin
Indol-3-asetik asit

2-Hidroksitranssinamik
asit
Teaflavin-3-gallat

Resveratrol
Aloin A
Naringenin
Genistein

Jasmonik asit

o O o o1 o

307
83

3115
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CAPE 126 8

Pinosembrin 0 68
Galangin 0 0
Chrysin 0 0

Cizelge 4.6’ya gore bitkinin ugucu yaginda analizlenen fenolik bilesiklerden
sadece 10 ¢esidi belirlenmis olup, en fazla rosmarinik asit tayin edilmistir. Hidroliz
uygulanan ugucu yag 6rneginde ise 12 tiir bilesen belirlenmis olup, trans-ferulik asit ve

apigenin en yiiksek orana sahiptir.

Cizelge 4.6. Rezene ucucu yaginda bulunan fenolik bilesenler ve miktarlari

Fenolik Bilesigin Ad1 Ucucu yag (ng/g) Hidrolizlenmis ucucu yag
(ng/g)
Gallik asit 2 114
Protokatesik asit 10 745
2,5-Dihidroksibenzoik asit 0 0
Siringik asit 0 0
Salisilik asit 0 0
Kafeik asit 0 0
Trans ferulik asit 0 13028
p-Kumarik asit 0 0
Klorojenik asit 0 134
Katesin+ Epikatesin 0 0
Liitolein 12 2153
Apigenin 31 0
Kamferol 0 0
Mirisetin 0 0
Kersetin 3 51
Izoramnetin 10 55
Oleuropein 0 0
Etil gallat 0 0
Propil gallat 0 0
Florizin 0 0
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Absisik asit 0 0

Jasmonik asit 0 10586
Gallokatesin + 0 0
Epigallokatesin

Rosmarinik asit 1609 0
Epigallokatesin Gallat 2 0
Gibberellik asit 0 0
Verbaskozit 0 0
Rutin 2,4 39
Katesin Gallat + Epikatesin 0 0
Gallat

Sinapik asit 0 0
Naringin 0 0
Hesperidin 23 211
Indol-3-asetik asit 0 0
2-Hidroksitranssinamik asit 0 0
Teaflavin-3-gallat 0 0
Resveratrol 0 0
Aloin A 0 0
Naringenin 0 0
Genistein 0 382
Jaceosidin 14 180
CAPE 0 0
Pinosembrin 0 0
Galangin 0 0
Chrysin 0 0

Her iki 6rnekten elde edilen sonuglar, fenolik bilesen analizi i¢in cihaza enjekte
edilecek ornek hazirligr sirasinda uygulanan ekstraksiyon yonteminin fenolik bilesiklerin

kantifikasyonu ve tanimlanmasi iizerinde etkili oldugunu gostermektedir.
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4.6. Rezene Yaprak Ucucu Yagimin Ucucu Bilesenleri

Rezene bitkisinin yapraklarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesenleri

GC-MS ile belirlenmis olup, fenilpropanoid ve monoterpenoid siniflarina ait sekiz bilesik

tayin edilmistir (Cizelge 4.7). Yaprak ugucu yaginin ana bilesimini bir fenilpropanoid

olan trans-anetol (% 60,57) olusturmaktadir. Monoterpenoid sinifi bilesiklerden olan

timol, DL-fenkon ve alfa-felandren ise sirastyla % 22,25, % 8,07 ve % 3,20 oranlarinda

tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Rezene yapraklarindan hidrodestilasyon ile elde edilen ugucu yagin

bilesenleri ve oranlari (%)

Relatif alan (%)

Bilesen RT* (Normalize edilmis)
a-Pinen 8,58 1,09
a-Felandren 11,58 3,20
0-Cymene (Benzen, 1-metil-2-(1-metiletil)) 12,50 2,36
DL-Limonen 12,67 1,51
DL-Fenkon 15,41 8,07
trans-Anetol (Benzen, 1-metoksi-4-(2-propenil)-) 20,67 60,57
Fensil asetat 22,50 0,96
Timol (Fenol, 5-metil-2-(1-metiletil)-) 25,16 22,25

*RT: Alikonma zamani (dk)
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BOLUM 5

TARTISMA

Yabani rezene olarak da bilinen arapsag¢i bitkisi giiclii kokusu olan aromatik
bitkilerden birisidir. Bu sebeple literatiirde genellikle meyvesinden (tohumlarindan) elde
edilen ugucu yagin icerik analizi ve ugucu yagina ait ¢esitli biyolojik aktivite ¢alismalari
mevcuttur. Arapsagi bitkisi 6zellikle Ege Bolgesinde ¢ok tiiketilmekte olup, yapraklari
salatalara eklenerek veya kavrulmus hali yemek olarak yenmektedir. Ayrica koklerinden
tursu hazirlanarak da tiiketilmektedir. Yabani rezene Sicilya’da haslanarak tiiketilmekte
veya salatalara katilmaktadir (Licata vd., 2016). Besin olarak tiiketilen yapraklariyla ilgili
yapilan ¢aligmalar sinirli oldugu i¢in bu tez ¢alismasinda bitkinin yenilebilen toprak iistii
kisminin (yapraklari) kullanilmasi ve yaprak ekstraktinin farkli metabolik yollara ait olan
a-amilaz, lipaz ve tirozinaz enzimleri iizerinde inhibe edici etkisinin arastirilmasi
amaclanmugstir. Bitkilerin gosterdikleri biyolojik aktiviteler onlarin icerdikleri ¢ok cesitli
ikincil metabolitlerden kaynaklandigi i¢in ekstraktin fenolik bilesen analizi yapilmistir.

Ayrica bitki yapraklarindan elde edilen ugucu yagin da fenolik bilesen analizi yapilmustir.

Bitki ekstraktlarinin eldesi i¢in ¢esitli ekstraksiyon yontemleri kullanilabilir. Bu
calismada arapsagt bitkisinin ekstraksiyonu ornek:¢oziicii oram1 1:10 olacak sekilde
calkalayicili su banyosunda 6 saat boyunca calkalanarak elde edildi ve ekstraksiyon
verimi % 11,6 olarak hesaplandi. Aydin ve Demirci (2021) nane ve rezene bitkilerinden
homojenizator destekli, ultrason destekli ve Soxhlet ekstraksiyon yontemlerini kullanarak
elde ettikleri ekstraktlarda Folin-Ciocalteu yontemiyle fenolik bilesen tayini
yapmiglardir. Caligmada ii¢ ekstraksiyon yontemi karsilagtirilmis ve 6zellikle ultrason
destekli ekstraksiyonun fenolik bilesik miktari agisindan en etkili yontem oldugu

bildirilmistir. Tunus’ta Khammassi vd. (2022) 16 farkli yerden topladiklar1 yabani rezene
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tohumlarinin ekstraksiyonunu oda kosullarinda 24 saat bekleterek maserasyon
yontemiyle yapmislar ve % 4,11-10,18 arasinda degisen oranlarda ekstraksiyon verimi
elde etmislerdir. Dolayisiyla ayni1 bitki i¢in farkli ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmasi
veya aym tiirden olan bitkiler i¢in herhangi bir ekstraksiyon yonteminin kullanilmasi
durumlarinda bitkisel kaynaklardaki aktif bilesenlerin veriminin ve igeriginin etkilendigi

goriilmektedir.

Aromatik bitkilerin ugucu yaglari su buhar1 destilasyonu diizenegi ile veya
hidrodestilasyon esasli Clevenger aparati kullanilarak elde edilmekte ve bilesenleri gaz
kromatografisi ile analiz edilmektedir. Calismada rezene yapraklarindan elde edilen
ugucu yagin GC-MS ile yapilan analizinde ana bilesenler olarak trans-anetol, timol, DL-
fenkon ve alfa-felandren tayin edilmistir. Miguel vd. (2010) de kurutulmus rezene
yapraklarinin ve tohumunun hidrodestilasyonundan elde edilen ugucu yagint GC-MS ile
analiz etmis ve yaprak ugucu yaginda trans-anetol, alfa-pinen ve limoneni ana bilesen
olarak belirlemislerdir. Ayrica dort farkli metod ile yapilan antioksidan aktivite ve 5-
lipoksigenaz  inhibisyonu  ¢alismalarindan  beklenen  sonucu alamadiklarini

bildirmislerdir.

Portekiz’in glineybatisindan yabani rezeneyi de igeren dort aromatik bitkinin
toprak iistii kisimlariyla yapilan bir ¢calismada, bitkilerin ugucu yaglar1 Clevenger cihazi
ile hidrodestilasyon yontemiyle; sulu ekstreleri dekoksiyon yontemiyle elde edilmistir.
Orneklerin cesitli metodlar ile antioksidan potansiyelleri, toplam fenolik ve flavonoid
analizi, kolinesteraz (AChE ve BChE) inhibitor aktiviteleri analiz edilmistir. GC-FID ile
ucucu yagin karakterizasyonu yapilmistir. Ugucu yagmn ana bilesenleri oksijenli
monoterpenler olup, sulu ekstre ise fenol ve flavonoid bilesikleri agisindan zengin
bulunmustur. Ugucu yag ve sulu ekstrenin lipit substratini koruma, serbest radikal
giderme ve demir indirgeme giicliyle yliksek bir antioksidan potansiyele sahip oldugu;
ayrica, drneklerin standart ilag olan rivastigmin'den daha yiiksek AChE ve BChE inhibitor
aktiviteleri gosterdigi bildirilmistir (Arantes vd., 2017).

Misir’in Mersa Matruh bolgesinden toplanan yabani rezene ile Bilbase sehrinden
satin alinan rezenenin toprak istii kisimlarindan ugucu yaglar elde edilerek GC-MS ile
analiz edilmis ve kiiltiire alinmis rezenede daha yiiksek oranda pinen, fenkon, estragol,

mirsen ve kamfen bulunurken, yabani rezenede ¢ok daha yiiksek oranda limonen oldugu
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bildirilmistir (Shatat vd., 2012). Benzer diger bir karsilastirma ¢alismasinda Hindistan’in
bes farkli rakimli lokasyonundan toplanan rezene bitkilerinin toprak istii kisimlarinin
hidrodestilasyon yontemiyle u¢ucu yaglari alinmis ve GC-MS ile analiz edilmistir. Genel
bilesenler degisen oranlarda trans-anetol (% 26,2-85,4) ve limonen (% 2,7-51,5) olmasina
ragmen, bitkinin yetistigi yerin yiiksekligine bagli olarak yaglarin kimyasal
bilesimlerinde fark edilir farkliliklar oldugu bildirilmis ve bitki igerikleri iklim
kosullartyla da iliskilendirilmistir. Ornegin limonen yiizdesinin yagmurla pozitif iliskili

oldugu gbzlemlenmistir (Punetha, Tewari, Pande & Bhatt, 2019).

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Istanbul’dan toplanan yabani rezenelerin toprak
iistli kisimlarindan ugucu yaglari hidrodestilasyon yontemiyle elde edilerek GC-MS ile
analiz edilmis ve iceriginde cogunlugu estragol (% 34), limonen (% 27,.1) ve a-pinenden
(% 19,5) olusan 17 bilesen belirlenmistir. Yapilan antioksidan aktivite ve antibakteriyel
aktivite caligmalarinda zayif aktiviteler gozlendigi bildirilmistir. Enzim inhibisyon
calismasinda ise iyi derecede anti-lipoksijenaz aktivitesine sahipken, énemli 6l¢tide alfa

glukozidaz inhibisyonu gdstermemistir (Servi, Sen, Yildirim Servi & Dogan, 2021).

Italya Avrupa’da dnde gelen rezene iireticilerinden biridir ve Calabria bélgesine
ait cografi isaretli (‘'Finocchio di Isola Capo Rizzuto'-PGI) korunan bir iriinleri
bulunmaktadir. Yeni yapilan bir ¢alismada Marrelli vd. (2024) tarafindan ilk kez bu
rezene tretiminden elde edilen atik malzemenin biyoaktif bilesik kaynagi olarak
potansiyeli arastirtlmistir. Rezene bitkisinin soganlarindan ve toprak {istii kisimlarindan
maserasyon Yyoluyla etanol ekstraktlart alinmis ve iki ekstraktin fenolik igerik ile
antioksidan ozellikleri degerlendirilmistir. Ayrica ekstraktlarin potansiyel anti-obezite
etkileri lipaz enzimi iizerindeki inhibitor etkileri agisindan degerlendirilmistir.
Yapraklardan elde edilen ekstraktin DPPH radikal temizleme ve lipid peroksidasyon
inhibitdr aktiviteleri gdsterdigi ve pankreas lipazini inhibe etmede etkili (ICso = 3.51 +
0.09 mg/mL) oldugu rapor edilmistir. Calisma sonuclarina goére PGI yan iirlinlerinin
potansiyel bir antioksidan ve anti-obezite ajan kaynagi olabilecegi onerilmistir (Marrelli
vd., 2024). Rezene bitkisinin etanol ekstraktinin DPPH radikal temizleme ve lipaz
inhibisyonu denemeleri icin, tez c¢aligmasindan elde edilen verilerin bu c¢alismanin

sonuglar1 ile uyumludur.
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Enzim inhibisyon c¢alismalarinda analiz edilen bitki ekstraktlarinin veya
maddelerin gosterdigi inhibisyonun basarili kabul edilebilmesi i¢in; ham ekstraktlarin
ICs0 degerlerinin calismada kullanilan standart inhibitér maddenin ICso degerine 1000
kat, izole edilmis olan bilesiklerin ise en az 10 kat yaklasmis olmasi arzulanir (Onal,
2021). Bu yaklasima gore degerlendirildiginde, bu ¢aligmada rezene ekstraktinin (2300
ng/mL) standart madde akarbozun (145 pg/mL) ECsp degerine 15,8 kat yaklasarak amilaz
enzimini inhibe etmede etkili oldugu goriilmektedir. Rezene ekstrakti lipazin gii¢li
inhibitori olan orlistat ile kiyaslandiginda diisiik anti-lipaz etkisine sahip olsa da, bitkinin
inhibisyon oranlar1 kendi i¢inde degerlendirildiginde lipaz enzimini iyi derecede inhibe
etmigtir. Anti-tirozinaz aktivite tayininde, rezene ekstrakti inhibisyon aktivitesi
gostermemistir. Literatiirdeki gesitli bitki ekstraktlar1 ¢ok farkli ve degisen oranlarda
tirozinaz inhibisyonu gdsterdikleri (Uysal, Zengin, Aktumsek & Karatas, 2016; Deniz,
Orhan & Duman, 2021; Sharafan vd., 2023) i¢in elde edilen sonuglarin birbiriyle
kiyaslanmasi zorlagsmaktadir. Bu durum kismen, uygulanan reaksiyon sartlariin (ortamin
pH degeri, enzim {initesi, substratin ¢esidi ve konsantrasyonu, bitki ekstraktinin
konsantrasyonu gibi) farkliligindan kaynaklanmakta ve/veya ekstraktin icerigine gore de
degisiklik gostermektedir. Bitki o6rneklerinin askorbik asit, sitrik asit, malik asit, tartarik
asit gibi dogal organik asitlerce zengin olmasinin ekstraktin anti-tirozinaz giiclinii
arttiracagl beklenmektedir, ¢linkii bu asitler tartarik asit ve sitrik asidin yaptig1 gibi
enzimin bakir kofaktoriinii baglayarak veya giiclii bir indirgen olan askorbik asidin
yaptig1 gibi substrati indirgeyerek kararmayi engelleyebilen ve halihazirda ticari olarak

kullanilan fenol oksidaz inhibitorleridir.

Sonu¢ olarak; farkli metabolik yolaklarda yer alan ii¢ enzim i¢in yapilan
inhibisyon ~ denemelerinde  rezene  yapraklari  alkolik  ekstrakti  yiiksek
konsantrasyonlarinda o-amilaz ve lipaz enzimlerini inhibe etmede etkili olmus ancak
tirozinaz {izerinde inhibisyon etkisi gostermemistir. Farkli cografyalarda yetisen rezene
ekstraktlar ile ilgili yapilan enzim inhibisyon ¢alismalarimin da degisen sonuglarda
oldugu goriilmektedir (Majdoub vd. 2017; Godavari, Amutha, & Moorthi, 2019; Mueed
vd., 2023; Marrelli vd., 2024).

Rezene bitkisinin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitesiyle iliskili olarak;
ekstraksiyon metodlarinin  verimliligini  karsilastiran ve rezene artiklarinin

biyobilesenlerine dair yapilan iki ¢aligmaya deginilebilir. Rezene tohumlarina etanol
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¢oziiclisii ile termosonikasyon, Soxhlet ve perkolasyon ekstraksiyonlari uygulanmis ve
geleneksel Soxhlet ektraksiyonuyla elde edilen ekstrakt toplam fenolik madde (~4900 pg
GAE/g), DPPH (~3000 pg TE/g) ve ABTS (~3500 pg TE/g) radikallerini giderme
metodlarinda diger iki yontem ile elde edilen ekstraktlara gore en yiiksek sonuglari
vermistir (Urango, Strieder, Silva & Meireles, 2021). Diger ¢alismada ise arastirmacilar
Italya’da rezene iiretimi ve pazarlamasi yapan bir firmadan alinan atiklar1 yumru, yaprak,
dal ve ince dallar olarak ayirdiktan sonra etanol ¢oziiclisiiyle ultrasonik destekli
ekstraksiyon ve suyla dekoksiyon yaparak ekstraktlarmi elde etmislerdir. Tim
ekstraktlarda biyoaktif bilesenleri tanimlamak {izere LC-ESI-FT-MS ile metabolomik
analizler yapilmis ve dekoksiyona (38 metabolit) gore etanol ekstraksiyonuyla (41
metabolit) daha fazla bilesen elde edilmistir. Toplam flavonoid tayini, DPPH ve ABTS
radikallerini giderme aktivitelerinde yaprak ekstraktlar1 bitkinin diger kisimlarina gore
daha ytiksek antioksidan 6zellik gostermis, 5 mg/mL konsantrasyonda etanol ekstrakti %
90 ve dekoksiyon % 80 DPPH inhibisyonu saglamistir. Benzer sekilde en yiiksek TEAC
degerleri de yaprak ekstraktlarinda belirlenmistir (Crescenzi, D'Urso, Piacente &
Montoro, 2021). Tez ¢alismasinda da rezene etanol ekstrakti 1 mg/mL konsantrasyonda
% 86,8 oraninda DPPH radikallerini gidermistir.

Rezene bitkisi baglangigtan olgunlasincaya kadar tiim toprak tistii kisimlarinda
ucucu yag bilesenlerini bulundurmaktadir. Ancak bu ugucu yagin bilesenleri ve miktari
bitkinin biiylime ve gelisme donemlerine (Sanh, Karadogan & Baydar, 2008) ve bitkinin
yetistigi yere gore (Punetha, Tewari, Pande & Bhatt, 2019) degisiklik gostermektedir.
Calismada kullanilan rezene bitkisi Edirne yoresinde yetismis olup, ugucu yaginin

bilesenleri literatiir ile uygunluk gostermektedir.

Bitkinin Clevenger cihazi ile hidrodestilasyon yontemiyle elde edilen ugucu
yaginda LC-MS/MS ile yapilan fenolik igerik taramasinda analizlenen bilesiklerden
sadece on ¢esidi belirlenmis olup, en fazla rosmarinik asit tayin edilmistir. Etanol
ekstraktinda ise 16 bilesik tanimlanmis olup en fazla absisik asit, indol-3 asetik asit, trans-
ferulik asit, rutin, protokatesik asit, p-kumarik asit ve jasmonik asidin bulundugu
goriilmiistiir. Radikal giderme etkisiyle birlikte degerlendirildiginde, ¢ogunlukla ¢alisilan
rezene tohumlarina ek olarak yapraklarinin da bitkinin aktif kisimlarindan biri oldugu
goriilmektedir. Arapsagi bitkisi rezenenin dogal ortamda yetisen sekli olarak bilinmekte

ve Tllkemizde oOzellikle Ege Bolgesindeki mutfaklarda mevsiminde siklikla
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tiiketilmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarin da genellikle Sicilya, italya ve Portekiz gibi
Akdeniz kusag tlkelerinde yapildigi dikkati ¢ekmektedir. Dolayisiyla saglik tizerinde
etkili bu tiir fenolik bilesenlere ve radikal giderme etkisine sahip olan rezene
yapraklarinin iyi bir antioksidan kaynagi olarak tiim mutfaklarda ve daha sik tiiketilmesi

Onerilebilir.

Fenolik profil analizinde rezene etanol ekstraktinda diger bilesenlere gore yiiksek
miktarda absisik asit (67773 ng/g) tayin edilmistir. Absisik asit bliylime diizenleyici bir
bitki hormonudur, soguk havalarda tohumlarin uyku halinin devamliligin1 saglayarak
vaktinden 6nce ¢imlenmesini engeller. Rezene yapraklarindan veya herhangibir isleme
sonrasi kalan rezene atiklarindan absisik asit¢e zengin fraksiyonlar elde edilerek biyoaktif

bilesen kaynagi olarak rezene bitkisi ileriki ¢aligmalarda zirai alanda degerlendirilebilir.
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Target Compound
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Target G ic Acid
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I _
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Compound Graphics

Ek 1b. Asidik hidroliz uygulanmis etanol ekstraktinin fenolik bilesenlerine ait LC-
MS/MS kromatogramlari
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1
05
054 830 1628
0 ; y
: : 0 | +
T T T T T T T T T T T &7 Fi3 T T
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 100 120 140 160
Acquisition Time {min) Apquisition Time {min) Mazz-to-Charge (miz)
Target Compound Ethyl Gallate
-MAM (197.0 > 124.0) Sebnem niluferH.. | 197.0 = 124.0 . 187.0 = 169.0 - MRM {4.055-4.055 min) (197.0-") Seb..
2 x102 i 2 %102 | Ratio = : £ x10°
g 1 : g 1 ]
S S S 5
0.8
5
0.8 4
04 ; 3
0.2 0.2 E
0 0 1
T T T T T T T T T a
38 38 4 42 44 38 38 4 42 44 120 140 180 180 200
Acquisition Time {min) Acquisttion Time {min) Mass-to-Charge {m'z)
Target Compound Phlorizin
-MRAM (434.8 > 272.9) Sebnem niluferH.. | 4348 >2729 4348 1670 - MRM {4.134-4.134 min) (434.8-=") Seb..
£ 0! 4434 min. £ 210" Rani : £ w0’
g 5 : g 5 ('E 9(:, :ﬁ 3 2723
[=] (=] o
4 4 167.0
3 3 ;
H 3
2 2 H
: 2
1 1 ;
H 1 4348
0 0 i
: 0 +
T T T T T T T T T T & T T T
38 4 42 44 38 4 42 44 200 300 400
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge {miz)
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g

Target C O

1P p
- MM (5380 > 275.1) Sebnem niuferH. | [538.0 > 275.1, 538.0 = 377.1, 538.0 > 3| - MRM (41254125 min) (539.0>") Seb..
£ =10’ ! ! £ =10’
] 5 " 4.125 mi ] 5 2751
o d (=]
4] s 3771
! 4
3 3 i 3
2 2 2
1 1 ; :
0 0 ; 3350
: 0 *
T T T T T T T T T T T LIS ¥ o) T T
38 4 42 44 38 4 42 44 300 400 500 600
Acquisition Time {min) Aequisition Time (min) Mass-to-Charge (miz)|
Target Comp d Theaflavin-2-gallate
-MRM (714.8 » 407.2) Sebnem niuferH. | 71455 407.2, 7145 563.4 - MAM (3.988-3.988 min) (714.8-="") Seb..
£ =10’ ©3.988 min. £ =10! £ =10’
3 ; ] WJ&-»@M‘** 3 5 4072
S 4 e 4 = 563.4
| 4
3 3 |
i 3
2 2 :
2
1 1 |
: 1 -
H 7148
] ] !
H : 0 *
T T T T T T T T T T T Py T
38 4 42 44 38 4 42 44 400 500 8OO 70O
Acquisition Time {min) Aequisition Time (min) Mass-to-Charge [m/z)|
Target Compound Myricetin
-MAM (317.0 -» 150.8) Sebnem niufer. | 3170 150.9, 317.0> 175.8 - MAM (3.907-3.907 min) (317.0-=") Seb...
£ «10%] 73807 min: £ 1021 Ratio = ! £ «10?
H 7
& 5 g 5 3 s 1758
4 A 5
3 3 4
2 5 3
1 1 2
; ! 1 317.0
0 ; 0 | .
T T T T LA I B R — 0 T
38 4 42 44 38 4 42 44 150 200 250 300
Acquistion Time {min) Acquistion Time {min) Mazs-to-Charge (miz)|
Target Comp 7 Re ‘ol
-MAM (226.9 > 184.6) Sebnem niluferH.. | 2258 > 1849, 226.9-» 142.8 - MAM {4.088-4.088 min) (226.5--*") Seb..
2] 1 H ) 1 ] 1
= x10 . P € x10 "] Ratio = E =10
H 4.383;m|n. H 2 59 1423 1349
8 I 8
4 4 : 4
3 3 '
H 3
2 2 ;
2
1 1 H
H 1
0 0 ; 2268
: : 0 .
T T T 1 T T LI B N AT & T T
38 4 42 44 458 38 4 42 44 48 150 175 200 225
Aequisition Tima (min) Acquisition Time {min) Mzss-to-Charga (miz)
Target Compound Aloin A
-MAM (#17.0 > 297.1) Sebnem niluferH.. | 4170 2971 - MRM {4.100-4.100 min, 1 scans] (#17.0...
2 x0° : 2 0! : £ 0’
5 i H i 5 5
a 7 [ 7 Q
& 7 & ] &
6 6 5
5 5 4
4 4 :
3 3 : 3
2 2 : 2
1 1 H 1
i} ] H
H H 0 +
T T T T T T T T T T sy T T
38 4 42 44 45 38 4 42 44 48 300 350 400
Acquisition Time Acquisition Time {min) Mass-to-Charge [m:
Target Compound Propyl Gallate
-MRM (211.0 > 124.1) Sebnem niuferH.. | 2110 1241, 211.0 = 78.0 - MRM {4.1314.131 min) (211.0>"") Seb..
£ x10" 413 1imin. £ 10" Ratio = ! £ x10"
3 : 3 f\a {j i 5 1241
a I &
4 4 i 780
i 4
3 3 H
i 3
2 2 H
2
1 1 H
; 1
H 210
i} 0 H
: : 0 +*
T T T T T T T T T T T T T & T T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 100 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (m'z)
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Target Compound

Quercetin

- MAM (301.0 == 150.9) Sebnem niluferH.. | 30101509, 301.0-- 178.9 - MAM (4.1424.592 min) {301.0=™) Seb...
£ x10* 4.224 min. £ 210*] Ratio = 36.4 (142.5 %) £ x0*
3 3 : i 187 1509
o ] o 6 o 16
5 5 14
4 4 12
3 3 313
- 1789
2 2 0.6
1 1 0.4
. 0 Pt 301.0
! a &
T T T T T T T T T T & AT T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 150 200 250 300
Acquisition Time (min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charga (miz)
Target Compound Abscisic Acid
- MAM (262.9 = 153.0) Sebnem niluferH.. | 2829 » 153.0, 262.9 - 219.1 -MAM (4 2084 469 min) (262 3-=*) Seb
2 03 4280 min £ 2102 Ratio=39.4 (14p.4 %) 2 .02
3 | 3 ; 7 357 1530
o o o
08 08 3
08 06 25
2 219.1
04 04 15
02 02 1
05 2629
0 ] : &
T T T T T T T T T T o Py T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Lutolein
- MAM (284 .9 = 133.0) Sebnem niluferH.. | 2848 = 133.0, 2849 = 150.8 -MRM (4.193-4.568 min) (284.9->"") Seb...
£ x10? 4.340 min. £ 2107 Rato = 189.4 (J935 %) £ x10?
H ; 3 ; 3 091 930
S s =14 S o8
5 12 07
1 0.6
4
08 05
150.9
3 06 0.4
5 04 03 226.9
02
1 02
: [ 01 2849
0 0 *
T T T T T T T T T T T T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 100 150 200 250 300
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Comp d Narir 7
-MRM (271.0 > 150.8) Sebnem niwferH. | 2710 > 1509, 271.0-> 118.8 - MRM {4.236-4.504 min) (271.0->"") Seb..
2 a0l 4298 min. 2 21027 Ratio = 83.5 (8.9 %) £ 0!
2 3 : ] 7 150.9
o o o !
12 5
1 5
0.8 4
’ 3
0.6 2
2710
0.4 1
T T T T T T T T T T T a a4 4 | T
4 42 44 48 4 42 44 48 150 200 250
Acquisition Time {min)| Acquisition Time {min) Mazs-to-Charge (miz)|
Target Comp d Kaempierol
-MAM (284.9 -> 93.0) Sebnem niuferHY... | 2849 > 930, 2849 226.9 - MAM {4.262-4.586 min) (284.5->"") Seb..
£ x10? 4.344 min. £ %107 | Ratio = 29.0 (1{9.9 %) £ x10?
5 5 5
5} 2 a 1 83.0
25 25 0.8
2 2 06
15 15 150.9
1 1 04 2269
a.g 3.; 02 ‘ 2540
: 0 Iy
T T T T T T T T T T T T T &T T
4 42 44 45 48 4 42 44 45 48 100 150 200 250 300
Acquistion Time {min)| Acquistion Time (min) Mazs-to-Charge (m/z)|
Target Compound Isorhamnetin
-MAM (314.9 = 289.9) Sebnem niufert.. | 3149 =299.9. 314.9 = 151.0 - MRM (4.271-4.630 min) (314 8->"") Seb..
£ xi0* 4.356 min. £ %10 Ratio = 19.9 (9§.7 %) £ x10?
5 5 ]
a2 i g 2 i 2 2999
8 8 8
175 1.75 5
15 15
125 125 4
1 1 3
075 0.75 )
0.5 05
025 0.25 4] 1810 11
0 0
: 0 Iy
T T T T T T T T T F T Fi
4 42 44 486 4 42 44 45 438 150 200 250 300
Acquisition Time Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
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Target C i 7 ic Acid
-MAM (208.0 -> 58.1) Sebnem niuferHY_ | 2090 > 59.1, 209.0= 164.9 - MAM (4 3854 385 min) (208 0.2 Seb
2 .07 * 4385 min. £ %10 Ratio - i 2 0]
ERa i i & 3 71 531
o o R 164.9
5 5
4 4 : 5
3 3 H 4
2 2 i 3
! ! i ; 2090
0 0 : k
T T T T T T T T T T 0 —r— T&s T
4 42 44 45 43 4 42 44 45 48 50 100 150 200
Acquisition Time {min) Acquistion Time {min) Mass-to-Charge [miz)
Target C i Apigenii
-MAM (268 9 > 116.8) Sebnem niluferH. | (258,92 116,85, 265.0 = 2946, 2689 1| - MAM (4 29714 545 min) (268 8-5~) Seb.
20" 4367 min 2 x0" 4 £ x0!
3 3 ] 1168
o 65 o 65 a 5 5
1507 2346
6 g 4
55 55 5
5 5 2
45
45 1 2689
4 + : [i} +
T T T T T T T T T T T Tl 2 T &8 T
4 42 44 46 438 4 42 44 46 438 100 200 300
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Genistain
-MAM (269.0 > 63.1) Sebnem niuferHY... | 2590 = 63.1, 269.0-= 133.0 - MAM (43924 382 min) (269.0->"] Seb..
£ x0? * 4 382 min £ 10" Ratio = : £ .0’
H H H
3 3 i ] 831
=8 =8 e 116.8
5 5 8 2245
4 4 H 3
3 3 ; 4
2 2 3
! ! i : 269.0
a 0 H 1
H 0 L 3
T T T T T T N T T
4 45 5 4 45 5 100 200
Acquisition Time | Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Comp d Jaceosidit

- MRM (329.0 = 314.2) Sebnem niluferH..

32803142, 3290-> 2932

- MAM (4.3814.381 min) (329.0=*") Seb...

£ 0! —y £ %1017 Ratio = g x0!
3 7 3 7 3 3142
o B (=] 6 o i
5 5 ! G- 289.2
4 4 3 5
3 3 : 4
2 2 3
i 2
1 1 !
0 0 | 1 3290
H ; 0 -
T T T T T T T | iy T & T T
4 45 5 4 45 5 300 3100 320 330
Acquisition Time {min) Acguisition Time (min) Massto-Charge (miz)
Target Compound CAPE
- MAM (283.1 > 135.0) Sebnem niuferH.. | 23315 1350, 263.1 = 179.0 - MAM (44924 635 min) (283.1->"") Seb...
£ 0! 4.560 min £ %10 " Ratio =97.3 (135.0 %) £ x10!
g7 ] 7 H 5
= = = 179.0
65 6.5 <
5 ] 4
55 55 3
5 i j 5 2
45
45 P AT 1 2831
: 4
4 T T T T T T T T T T T 0 AT A T *
42 44 46 48 5 42 44 46 48 5 150 200 250 300
Acquisttion Time {min) Aeguistion Time (min) Massto-Charge (miz)
Target Compound Pinocembrin
- MAM (255.1 = 213.3) Sebnem niuferH.. | (2559 52933 255.1 = 1512 - MRM (4.438-4 855 min) (255.1->"") Seb...
£ 0! 4.548 min. £ x10" | Ratio = 106.7 (}35.2 %) £ xi0!
3 3 3 2133
3 8 8 151.2
5 4
48
3
46
2
44
42 ! 255.1
: 0 r'
T T T T T T T T T T T &8 T
42 44 45 48 5 42 44 45 48 5 150 200 250

Aequisition Tima {min)

Aequisition Tima [min)

Mass-to-Charga fmiz)
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Target Comp i largir
- MAM (269.1 = 169.3) Sebnem niluferH.. - MAM (45614 561 min] (269.1-" Seb..
£ 0’ i £ xms‘
B ; E
g 4 g3t B0 g
4 : 4
3 3 3
2 2 :
; 2
1 1 : ;
; 268.1
0 0 !
H H 0 L ]
T T T T T T T T T T T A [d
42 44 46 45 5 42 44 46 45 5 100 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Msss-to-Charge (miz)
Target Compound Chrysin
-MAM (253.0 - 143.4) Sebnem niuferH.. | 253.0 > 1434, 253.0 > 209.3 - MAM {4.622-4 622 min) (253.0-* Seb..
2 a0 * 4,628 min. £ 310" ] Ratio = i 2 0!
3 [ 3 : 3 6 2093
[] 4 [] & =
5 54 1434
3 4 : 4
2 3 : 3
1 2 2
! i 1 2530
0 0 !
: i N *
T T T T T T T T T T i) Tdh T
42 44 46 45 5 42 44 46 45 5 150 200 250

Acquisition Time {min)

Acquisition Time {min)

Mzzs-to-Charge (m/z)
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Ek 2a. Ugucu yagin fenolik bilesenlerine ait LC-MS/MS kromatogramlar:

Compound Graphics

Target Compound Gallic Acid
-MRM (168.9 -> 125.0) Sebnem ucucuya.. | 188.9 > 1250, 168.9 = 78.8 - MRM (1,634-1.852 min) (168.9-+") Seb..
£ 10’ 1.684 min £ %10 " Ratio = 6.5 (975 %) £ 0"
H H H
4 54 3 54 3 5 125.0
52 5.2 788
4
5 5
48 48 3
45 45 2
44 44
i 1 168.5
42 | 42 | !
T T T T T T T T O — T T 1
1 15 2 2.5 1 15 2 25 75 100 125 150 175
Acquisition Time (min) Aequisition Tim {min) Mass-to-Chargs (m'z)
Target Compound Protocatechuic Acid
-MRM (153.1 - 109.1) Sebnem ucucuya.. | 153.1 = 109.1, 153.1 = 90.8 - MRM (1,672-2.056 min) {153.1+"") Seb..
£ xt0" ! £ «10"] Rato=2.0i845 %) £ xt0"
3 a : ] 108.1
S8 7 s 7 : 8 5
65 . . 531 908
B 6 i
i 3
55 55
5 5 2
45 45 3 H 1 1531
A=
4 T T R T T T 0 T T *
1 15 2 2.5 1 15 2 25 50 100 150
Aequisition Time (min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge (mz)
Target Compound 2. 5-Difydroxybenzoic Acid
-MRM (152.8 - 107.9) Sebnem ucucuya.. | 1529 > 107.9. 152.9 = 53.1 - MRM (2,025-2.025 min) {152.8-+*") Seb..
© P = 1 . i ] 1
£ £ x10"] Ratio = £ «10
] ;i s 1091
2 8 ' = 531
35 i 1
3 |
25 i 3
2
15 2
1
3'3 : ; ; 1 1529
H H H : H 0 +*
T T T T T T T T [y T T
15 2 25 3 15 2 25 3 50 100 150
Acquisition Time {min}) Acquisition Time {min) Mazzto-Charge (m/z)
Target Compound Cafffeic Acid
-MRM {179.0 > 135.1) Sebnem ucueuya.. | 1790 = 1351, 179.0 = 117.3 - MRM (3.506-3.508 min) (175.0-="") Sab..
£ w02 : £ %102] Rato = : £
3 : ] ]
S 14 S 14 8
12 12
1 1
A
08 0.8
06 06
0.4 0.4 "
02 02
0 : 0
T T T T T T T
2 235 3 35 2 25 3 35 120 140 160 130
Acquisition Time {min) Acquisitien Time {min) Mass-to-Charge (m'z)
Target Compound Syringic Acid
-MRM {196 8 - 182.1) Sebnem ucueuya.. | 1869 = 1821, 196.9 - 121.1 - MRM (3.311-3.311 min) (186.8-=") Sab..
20! : £ 10" | Ratio = i £ a0t
H H H H E
3 $3.311 mi 3 F|' 3 457 1211 182.1
4 : 4 ¥ 4
i 35
3 : 3 3
i 25
2 H 2 H 2
4 : 4 : 15
i 1
0 : 2 05 196.9
a *
T T T T T T T Foy T T Py T
2.5 3 35 25 3 35 120 140 160 180 200
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Maszs-to-Charge (miz)
Target Comp d Chiorogenic Acid
-MRM (3528 > 181.0) Sebnem ucucuya.. | |352.9 = 1810, 352.9 -» 82,0 - MRM (3.729-3.728 min) (352.5-=") Seb..
£ x0' '3.?;29 min. £ i £ x10'
3 ; 3 3 s 1910
4 : 82.0
i i 4
3 H 3 H
i : 3
2 H 2
; 2
1 : 1 H
: : 1 3528
0 : 0 :
H H 0 *
T T T T T T T T T T T T
34 36 385 4 34 35 38 4 100 200 300
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Maszs-to-Charge (miz)
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Target Compound Salicylic Acid
- MRM (136.8 -> 93.1) Sebnem ucucuyag.d | 1368->931, 1368 =650 - MAM (3.819-3.819 min] (136.8->""] Seb.
£ =02 © 3519 min. £ x102] Ratio = ' £ x0?
E : H ]
8 : 2 3 4 931
08 08
0.8
08 06
06
04 04 ' 85.0
H 04
02 0.z H
) . : 02 136.8
T T T T T T T T T T 0 T T —*
32 34 35 38 4 42 32 34 38 38 4 42 80 30 100 120 140
Acquisition Time [min) Aequisition Time {min) Msss-to-Charga (miz)
Target Compound Gallocatechin+Epigallocatechin
-MRM (305.1 - 125.1) Sebnem ucucuya.. | 3051 > 1251, 305.1 = 179.1 - MRM (3 848-3.548 min) (305.1-="") Seb..
£ =07 " 3.848 min. £ x10'{ Ratio = H £ x102
a r a .—\_'-\_ﬂ_’-u—\_\‘lw\_ir"”‘\_n—v—\_/\\m—m I 1251 5
4 s H Kl 8 H 2 09 178.1
7 : 7 : 08
6 ! ] ! 07
5 ! 5 : 06
i i N e | P
3 ; 3 ; 04
2 : 2 : 03
1 : 1 H 02
0 : 0 i 01 atf 1
T T T T T T T T 0 T
34 35 33 4 34 35 33 4 150 200 250 300
Acquisition Time | Aequisition Tima {min) Mzss-to-Charga (miz)
Target Ci d inic acid
-MRM (359.1 - 161.3) Sebnem ucucuya.. | [350.1 = 1613, 350.1 = 197.2 - MRM (3.7124.018 min) (359.1-="") Seb..
£ x10? 3.830 min. £ 3102 | Ratio =868 (135.2 %)
H : 3 : 1613
4 8 175 7
15 g
125 5 1972
1 4
0.75 3
0.5 5
0.25 ; 1581
: 0 : +*
T T T T T T T T T T e e
34 38 38 4 42 34 38 38 4 42 150 200 250 300 350
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Comp d Catechin+Epicatechin
- MRM (2B8.9 -= 245.0) Sebnem ucucuys.. | 2888 = 245.0, 268.9-> 205.0 - MRM (3.789-3.789 min) (288.5-=*") Seb..
2 y102 : 2 3102 Ratio = : 2 0?
E i E H
3 1 *3.789 min. 8 1 2 2450
205.0
08 08 0.8
06 06 06
04 04 04
0z 0z : 0z
H - 2339
] 0 :
T 1 T T 1 I e N T T
34 35 385 4 42 34 35 385 4 42 200 225 250 275
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Compound p-Coumaric Acid

~MRM [163.1 > 118.9) Sebnem ucucuy=..

o

1631 118.9, 163.1 = 93.0

- MAM (3.852-3 852 min) (163.1>") Seb..

£ x10° +3.355 i, £ %10 Ratio = : 2 xi0"
2 8 3 8 g 118.9
a a o 3
5 5
4 4 d 31 @28
: 4
3 3
2 2 3
2
! ! i 1 1631
0 0 ;
: : 0 *
T T T T T T T T T T T T AT I T |
34 36 385 4 42 34 36 385 4 42 100 120 140 160
Acquistion Time (min) Acquistion Time {min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Comp d Epigallocatechin gallate
-MRM (457.1 == 169.1) Sebnem ucucuya... | |457.1 = 1681, 4571 305.0 - MRM (3.804-3.955 min) (457.1-") Seb..
£ x0! 3.854 min. £ %10 "] Ratio = 46.6 (336.2 %) £ x10'
< < E
B B a 5 1831
S 55 o 55 [=1 305.0
525 525 4
5 5
475 4.75 3
45 45
P 425 2
4
4 1 -
e 275 4571
L S B m— L S B m— 02T iy T T
36 38 4 42 36 38 4 42 200 300 400

Acquistion Time (min)

Acquistion Time {min)

Massz-to-Charge {m'z)

72



Target Compound Gibberelfic Acid

- MRM (345.0 - 239.1) Sebnem ucucuya.. | 3450 » 2391, 3450 > 1431 - MRM (3.822-3.822 min) (345.0->™) Seb...
£ 0! : £ 210" | Batio = i £ 0!
E 6 H § 6 E 5 2391
5 *3.523 min. 1431
4 H
3 ; 3
2 ; 2
1 i 1 i
; 1
: 3450
0 ! 0 !
' ' a L 3
T T T T T T T & T & T
3.5 4 45 35 4 4.5 200 300
Acquisition Time {min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Verbascoside
-MRM (§23.0 == 161.1) Sebnam ucucuya. | 5230 161.1, 623.0-» 4612 - MAM (38213 821 min) (623 0->"*) Seb
£ 0! #3931 min £ 10" Fatio i £ 0!
3 3 7 54 1611
= 4 = 4 = 4812
i 4
3 3 ;
i 3
2 2
H 2
1 1 ;
i 1
; 623.0
0 0 !
T T T T T T T T T T T T 0 T T 25 T
36 38 4 42 36 38 4 42 200 400 600
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Rutin
- MRM (§09.0 -> 299.9) Sebnam ucucuya.. | §09.0 299.9., 609.0 = 270.9 - MAM (3.826-4.031 min) (§09.0->"") Seb...
2 .0t 3.896imin. £ 510 Rato=32(115%)
3 7 : 3 7 : 3010
=) : o 8
6.5 6.5
6 6 5
55 55 4
5 g 5 3
45 45 2
4 4 1 605.0
2 L 1
T T T T T T T T T T T T . iy T T T
36 38 4 42 36 38 4 42 300 400 500 600
Apoquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mazz-1o0-Charge (m/z)
Target Compound Catechin gallate+Epicatechin gallate
-MRM {441.0 - 169.3) Sebnem ucucuya.. | 4410 > 169.3, 4410 269.4 - MRM (3.888-3.888 min) (441.0-=") Seb...
£ 0’ - 3,885 imin. £ 10" ] Ratio = ! £ x102
3 ; 3 H 169.3
S 8 s 8 ; 4 08 289 4
7 7 | 0.8
& ] ! 07
5 5 : 0.6
4 4 : 05
3 3 : 0.4
2 2 03
1 1 | 02 410
0 0 01
: ‘ 0 .
T T T T T T T T T T &T iy T
36 38 4 42 36 38 4 42 200 300 400
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound trans-Ferrulic Acid
~MRM {183.0 - 134.1) Sebnem vcucuya.. | 133.0 -» 134.1, 193.0 = 177.9 - MAM (40384 038 min) (193.0-=") Seb
£ 10° i £ 510" Rato = ! £ 10"
H : H H
3 . 3 8 51 1341 1773
4 4
3 3
2 2
1
) 1 183.0
H | 0 &
T T T T T T T T T T T T T
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charga (miz)
Target Compound Sinapic Acid
-MRM (222.8 - 208.0) Sebnem ucucuya.. | 2229 > 208.0, 222.9 > 120.9 - MRM (4.385-4.385 min) (222.9-="") Seb...
£ x10! Poc4385min| 2 %10 Ratio = £ x0!
a : 3 5 2 54 1208 2080
4 4 it o
4
3
2 ’ :
2 2
1 1
1
. 0 2229
: 0 *
1 T T 1 T T T 1 &1 TS
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 150 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-10-Charge (m/z)
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Target Compound Naringin

-MRM (579.1 == 271.0) Sebnem ucucuya... | 5791 = 271.0, 579.1-> 458.9 - MAM {4.0574.057 min) (579.1-=*) Seb..
£ 0! *4.057 min. £ «10 "] Ratio = £ 0!
] i s s 5
k A BORPEIS NP - B
4 4 4529
4
3 3
3
2 2
2
1 1
H 1 7
0 ; 0 5751
H 0 *
T T T T T T T T T aT T &T T
38 38 4 42 44 38 38 4 42 44 300 400 500 80O
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Compound Hesperidin
- MRM (5080 -= 301.0) Sebnem veucuy=.. | 509.0 = 301.0 -MRM (3.760-4 215 min, 54 scans) (509...
£ x10? '4.@65 min. £ x0? :
3 3 : a3 7 5] 3010
6.5 5
8 H 4
5.5 H
H 3
5 :
H 2
45 i )
4 '
H H 0 *
T T T T T T T T T T T T |
38 38 4 42 44 38 38 4 42 44 300 400 500 600
Acquistion Time {min) Acquistion Time {min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Compound Indole-3-acetic Acid
-MRM (173.8 == 130.1) Sebnem ucucuya... | 173.9 = 130.1, 173.9-> 128.0 - MRM (3.871-3.971 min) {173.8=") Seb..
£ x10! ! £ 10" | Ratio = ! £ x0’
2 = 3.971imig. ] 3 130.1
= : = sl Dol S 43
4 : 4 4
3.5
3 3 3
25
2 2 2
1 1 13
1 1738
0 H 0 05
T T T T T T T T a
38 38 4 42 44 38 33 4 42 44 140 180
Acquistion Time {min) Acquistion Time {min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Compound 2-Hydroxytranscinnamic Acid
-MRM (162. == 119.0) Sebnem ucucuy=.. | 162.9 > 119.0, 162.9 = 92.8 - MAM {4.0814.081 min] (162.9-="") Seb...
£ gt i £ 10" Ratio = : £ 500
] : ] g 6 1190
fa) 6 I 6§ o
5
5 5 928
4 4 / 4
3 3 : 3
2 2 ; 2
1 1 :
0 0 H 1 162.9
H H ) L ]
T T T T T T T T T T T &7 T T
368 38 4 42 44 368 38 4 42 44 100 120 140 160
Aequisition Time {min) Aequisition Time {min) Massto-Charge (miz)
Target Compound FEthyl Gallate
-MRM (197.0 == 124.0) Sabnam veucuya.. | 1570 124.0, 197.0 = 169.0 - MRM {4.0724.072 min] (197.0-5*) Seb...
2] 1 Lo ] 1 . H
£ %10 = 4.032 rgin. = %10 "7 Ran
H H
a f a 5 I:
o 4 : o
i 4
3 H
| 3 |
2 i :
: 2 :
1 : 1 :
0 i 0 i
T T T T T T T T
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 120 140 180 180 200
Lequisition Tima {min) ALequisition Time {min) Massto-Charga (miz)
Target Compound Phiorizin
-MRM (434.8 == 272.9) Sebnem vcucuya.. | (4348 = 272.9, 434.8 = 167.0 - MAM (3.804-3.504 min) (434.8->*") Seb...
a 1 . a 1 H 2] 1
2 =10 *3.804 min. E =10 " | Rat; E =10
3 . 3 ool 3 4] 170 2729
35 35 H 4
3 3 ; 3.5
25 25 : 3
2 2 H 25
15 15 H 2
1 1 H 1.5
05 05 i 1
a a H 05 4348
: : 0 .
T T T T T T T T T T N T
38 4 42 44 38 4 42 44 200 300 400
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mazsto-Chamge (mz)
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Target Comp d Ofe peir
-MRM (539.0 -» 275.1) Sebnem ucucuya.. | 539.0 > 2751, 530.0 > 377.1, 530.0 > 3| - MAM (42524 252 min} (539.0->"") Seb..
o 1 i . B 1 i ] 1
£ =10 4,252 min, € =10 £ x10
H . i H I | Y, Y o H 307.2
[ : S 4 a
3.5 : : 4
3 H 3 H
25 ; ; 3
2 H 2 H
15 : : 2
1 H 1 H
05 i : 1 5380
0 H o :
: : N *
T T T T T T T 1 T 1o 2T T
38 4 42 44 38 4 42 44 300 400 500 80O
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mazs-to-Charge [m/z)
Target C d Theaflavin-3-gallate
-MRM (7148 - 407 2 Sebnam ucucuya.. | 7148 = 4072, 714 8 = 563.4 -MRM (43194 318 min) (714 8) Seb
2 0! #4319 mn. | £ 510" NotFound | £ xi0!
3 : 3 3 5] 4072
S =4 = 563.4
i 4
3 3 !
i 3
2 2
2
1 1 H
H q -
: 148
0 0 : !
I S p — T T T T T & T
38 4 42 44 38 4 42 44 400 500 800 70O
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mazs-to-Charge [m/z)
Target Compound Myricetin
~MRM (317.0 > 150.8) Sebnem ucucuya.. | 317.0= 1508 3170 178.8 -MRM 4.110-4.110 min) (317.0-="*) Seb...
2 x10' * 4,110 min. £ x10'{ Ratio = : £ x10'
H ] H
. S __,aoaﬂl;M S
4 4 178.8
3 3 ; ‘
3
2 2
: 2
1 1 ;
H 1 317.0
0 0 H
H H 0 *
T T T T T T T T T T T T A AT T T
38 4 42 44 38 4 42 44 150 200 250 300
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mazs-to-Charge [m/z)
Target Ci d rof
-MRM (226.9 -> 184.9) Sebnem ucucuya.. | 2259 > 184.0, 226.9> 1428 - MRM 4.1304.130 min) (226.8-=") Seb..
£ x10° : £ X107 | Rstio = : £ x0°
3 i 3 £ b 3 45l qung 1849
b= (=] o .
4 4 o W 3
35
3 3 3
25
2 2 5
1 1 15
]
0 0 05 2268
: 0 +*
T T T T T T T T T T T T T T T4 T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 150 175 200 225
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge {m/z)
Target Compound Aloin A
-MRM (417.0 == 287.1) Sebnem ueueuya.. | 417.0 = 297.1 - MRM (4.092-4.092 min. 1 scans) (417.0..
z 1 i = 1 i 2 1
: %10 1082 b, : %10 : x10
s, : s, & 45
H 4
H 35
3 3 H 3
2 2 ; 25
2
] 1 : 15
H 1
0 0 ! 05
: : 0 +
T T T T T T T T T T sy T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 300 350 400
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge {m/z)
Target Compound Propyl Gallate
-MRM (211.0 == 124 1) Sebnem ucucuya.. | 211.0 = 124.1, 211.0 = 75.0 - MRM {4 2924 282 min) (211 0-5*) Seb
= 1 i ) 1 =) 1
£ x10 L ) £ %107 Rt £ x10
: 4292 min 3 ,1 E 3 . 1241
4 . 4 4 !
3 ; 3 ;
i i 3
2 H 2 H
; : 2
1 : 1 H
i i 4
: : 211.0
] H 0 H
: : 0 +*
T T T T T T T T T T T T T T T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 46 100 150 200
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge {m/z)
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Target Compound

Quercetin

- MRM (301.0 == 150.9) Sebnem ucucuy=... | 301.0 = 1508, 3010 178.9 - MRM (4.162-4 416 min) (301.0->") Seb..
£ x0? 4.228 min. £ 1077 Ratio = 45.7 (131.7 %) £ «102
2 18 2 18 3 150.9
S8 S8 A o8
14 14 07
12 12 05 1759
1 4 0.5
i 0.4
0.8 0.8 : 03
0.6 0.6 0.2
301.0
0.4 0.4 0.1
2 L 2
T T T T T T T T T T T T T
35 4 42 44 46 35 4 42 44 46 150 200 250 300
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Compound Abscisic Acid
-MRM (262.9 == 153.0) Sebnem ucucuy=... | 262.9 > 153.0, 262.9 > 219.1 - MRM (4.1984.198 min) (262 8-=") Seb...
£ 0! * 4.198imin £ 210 Ratio = i £ 02
3 ; 3 18 g 18 2191
=4 =14 518
12 14
3 1 12
0.8 1
2
0.6 0.8
1 0.4 H 0.81 153.0
0.2 i 0.4
0 0 ; 0.z 2629
H H a0 F
T T T T T T T T T T Py T & T
38 4 47 44 45 38 4 47 44 45 150 200 250
Acquistion Time (min) Acquistion Time {min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Compound Lutolein
-MRM (284 8 == 133.0) Sabnem ucucuys.. | 284.§ = 133.0, 284.9> 150.9 - MAM (4 1714 430 min) (284 8.5*) Seb
£ x10? 4.264 min. £ 102 Ratio =28.4 (1{8.8 %) £ x10?
3 3 g 2 1330
3 4 3 4 R
35 35 X
3 3 15
25 25 1.25
2 2 1
15 15 0.75
1 1 a5 930 2269
05 ' 0.5 0.25 | | 2848
T T T e T 0 Tk T T T
38 4 42 44 46 38 4 42 44 46 100 150 200 250 300
Lequisition Time [min) Lequisition Time fmin) Mass-to-Charge (miz)
Target Ci d Narii
-MRM (271.0 == 150.9) Sebnam ucuewya.. | 271.0 = 150.9, 271.0» 115.9 - MRM [4.3324.332 min) (271.0-="") Seb..
2 0! - 4352 min. £ 210" | Fatio = : £ 0!
3 5 ] 5 3 1503
) A K
4 4 1188
3 3
3
2 2
z
1 1
1 -
0 . 271.0
H 0 &
T T T T T T T T T T T T & A T T
4 42 44 45 4 42 44 45 150 200 250
Lequisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target G d K: /
- MRM (2848 == 93.0) Sebnem ucucuyag.d| 284.9 =930, 2840 = 2269 - MRM {4.391-4.397 min) (284.8-+"7) Seb..
£ x0! 4,391 min. £ <107 | Rar H £ x0!
3 : ] 5 3 133.0
& & QM&H e 3 4
4 4
: 67 a30
3 3 ; 5 226.9
: 4
2 2 :
3
1 1 ; 2
0 . : 1 2849
: : 0 &
T T T T T T T T T T T T 1 T & T
4 42 44 45 48 4 42 44 45 48 100 150 200 250 300
Lequisition Time {min) Aequisition Time (min) Mass-to-Charge (miz)
Target C d Isarh. i
-MRM (314.9 > 299.9) Sebnam ucucuya.. | 314.9 >299.9 314.9 = 151.0 - MAM (43144 482 min) (314.5->"") Seb..
2 .02 ; £ %1027 Ratio = 126 @d.2 %) 2 .02
3 : 3 : 3 12 299.9
=} 4 o 4 (=]
3.5 3.5 1
3 3 05
25 25
2 2 081 1510
15 15 04
1 1
0s 05 02 148
0 T T - T T T a T T - T T T 0 o T T ...
4 42 44 46 43 4 42 44 45 48 150 200 250 300
Aequisition Time {min) Lequisition Time (min) Mass-to-Charge (miz)
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Target Comp d J. ic Acid
- MRM (209.0 == 58.1) Sebnem ucucuyag.d | 209.0 =59.1, 209.0-> 164.9 - MAM {4.699-4 699 min) (209.0->"") Seb..
£ x0? {4888 min| £ 10?7 MotFound | £ x10?
H ; 3 14 3 181 s91
= = 1.2 2 14
i 12
0.8 1
0.6 08
0.4 gj 164.9
; 02 | -
. : . : 02 2080
H ; 0 F
T T T T T T T T T T T T T
4 42 44 45 48 4 42 44 45 48 50 100 150 200
Aoquisition Time {min) Acquisition Tima (min))| Mass-to-Charga (miz)|
Target Comp d Apigenir
-MRM (268.9 > 116.8) Sebnem ucucuya... | [268.9 = 116.8, 268.9 = 224.6  268.9= 1| - MAM (4.3924.392 min) (268.9->"*) Seb..
£ x10° * 4.392 min. 2 x0" ‘ 2 x10"
H i H ERa
a8 5 S s 8
4 4 5
3 3 : 4
: 3
2 2
1 1 i 2
: 1
0 0 |
T T T T T T 0
4 42 44 45 48 4 42 44 45 43 100 ° 200 300
Aoquistion Time (min) Acquisttion Time {min))| Mass-to-Charge (miz)|
Target Comp d Genistei
- MRM (269.0 == 63.1) Sebnem ucucuyag.d | 269.0 = §3.1, 269.0 = 133.0 - MRM (4.358-4 358 min) (269.0-="") Seb..
£ x0? *4.352 min. £ %107 Ratio = : £ 0!
H 3 &‘ 3 116.8
Sy Sy o 63.1
i 224§
3 3 ; 4
2 2 ! 3
1 1 2
! 1
. 0 ; 268.0
: ‘ 0 .
T T T T T T & T & T
4 45 5 4 45 5 100 200
Aoquistion Time (min) Acquisttion Time {min))| Mass-to-Charge (miz)|
Targat Comp d Jaceosidir
-MRM (328.0 > 314.2) Sebnam ucucuya... | [320.0 314.2, 329.0-» 299.2 - MAM {4.260-4 482 min) (329.0->"") Seb..
£ <102 4,389 min. £ x102 ] Ratio = 99.7 (199.0 %) £ x10?
3 3 g 12 3142
S 18 o 1§ o
14 2092
14 14
12 12 08
1 1 0.6
08 ' 0.8 0.4
gi ‘ ;i 0.2 329.0
: 1 : 0 *
T T T T T T T T iy T T T
4 45 5 4 45 5 300 310 320 330
Aequisition Time (min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound CAPE
-MRM (283.1 -> 135.0) Sabnam ueucuya... | 2531 - 135.0, 283.1 > 179.0 -MAM (4.5514.551 min) (283.1->") Seb...
£ 0’ * 4.581 min. £ 210" Rau : £ 0’
3 3 3 84 135.0
=1 3 a 5 o
4 4 179.0
3 3 : 4
: 3
2 2
1 1 ; B
; 1
. 0 i 2831
‘ : 0 .
T T T T T T T T T T T T AT AT T T
42 44 46 48 5 42 44 48 48 5 150 200 250 300
Aequisition Time (min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Pinocembrin
-MRM (255.1 == 213.3) Sebnem ucueuya.. | 2551 = 2133, 2551 = 151.2 - MRM (4.537-4 537 min) (255.1->™) Seb...
£ a0’ * 4534 min. : £ w0’
g F
3 ; 2 454 1512 213.3
35 : : 4
3 ! ! 5
i 3 ;
25 ! : 3
2 5 2 : 5
15 2
1 1 ; 15
05 | 1 255.1
0 0 H 0.5
; H 0 &
T T T 1 T T T 1 iy T 2% T
42 44 45 48 5 42 44 46 48 5 150 200 250
Acguisiion Time (min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge {m/z)
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Target Compound langii

-MRM (269.1 = 169.3) Sebnem ucucuya..

269.1 > 169.3, 2691 =+ 2131

- MAM (4 569-4 589 min) (268.1-+"") Seb..

2 0! * 4568 min. 20" | e ! 2 0!
3 5 A ] 5 3 189.3
o (=] o 5
4 4 ; g31 1188 | 2131
: 4
3 3 H
: 3
2 2 :
2
1 1 :
H 1
0 0 i 265 1
: : 0 &
T T T T T T T T T T T & i T
42 44 485 43 5 42 44 45 43 5 100 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mzs=to-Charge (miz)
Target Compound Chrysin
-MRM (253.0 -> 143.4) Sebnem ucucuya.. | 2530 = 1434, 253.0 209.3 - MAM (4 5224 622 min) (253.0-+"") Seb..
£ w07 ©4.622 min. £ %10 ' Ratio = : £ x10'
3 1 : 3 ] 3 8 2093
o (=] o
35 7
3 6 1434
25 5 4
2 4
3
15 3
1 2 : 2
05 1 : 1 2530
0 0 :
: : 0 &
T T T T T T T T T T ) Tk T
42 44 45 48 5 42 44 45 48 5 150 200 250

Acquisition Time {min)

Acquisition Time {min)

Mazs-to-Charga (miz)

78



Ek 2b. Asidik hidroliz uygulanmis ugucu yagin fenolik bilesenlerine ait LC-MS/MS

kromatogramlar
Compound Graphics
Target Compound Gallic Acid
-MRM (168.9 -» 125.0) Sebnem ucucuya.. | 168.9 > 125.0, 1680 78.8 - MRM (1.584-1.990 min) (168.5-="") Seb..
£ £ x1027 Ratio = 5.6 (80.5 %) £ 10!
3 g ¢ : 3 125.0
S 51 738
4
4
3 3
2 2
1 1 168.9
H : 0 : : 0 *
T T T T T T T T B T £ T T
1 15 2 25 1 15 2 25 75 100 125 150 175
Aequistion Time {min)| Acquisition Time {min) Mzzsz-to-Charge (m/z)
Target Compound Pratocatechuic Acid
-MRM (153.1 > 108.1) Sebnem ucucuya.. | [153.1 = 109.1, 153.1 = 90.8 -MRM (1.687-2.211 min) (153.1-="") Seb..
£ x10? 1.830 min. £ 3102 Rato =21 855 %) £ =10’
H : E : H
a H a ' a 8 1081
8 3 1
12 12 7
1 1 8
51 531 908
08 08 4
3
05 : 08 2
: d NS y 153.1
04 : : 04— ! -
T T T T T T T T 0 T T T
1 15 2 2.5 1 15 2 25 50 100 150
Acquistion Time {min)| Aoquisttion Time {min) Mzzzto-Charge (m/z)
Targel Compound 2 5-Dilydroxybenzoic Acid
-MRM {152.3 == 107.8) Sebnam ucucuya... - MRM (2.385-2.385 min) (152.5-="") Seb..
] 1 H ] 1
£ «10 ! £ %10
H i H
4 3 g . 109.1
4
: 1 531 08
3 3 ; 4
2 2 ; 3
1 1 : 2
; i i i 1 1529
0q ! ! : aq ! ! :
H H H H H H a +*
T T T T T T T T Py T T
15 2 25 3 15 2 2.5 3 50 100 150
Acquisition Time {min)| Acquisition Time {min) Mzzzto-Charge (m/z)
Target Compournd Caffeic Acid
-MRM {179.0 - 135.1) Sebnem ucucuya.. | [179.0 = 1351, 179.0= 117.3 - MAM (2.455-2.455 min) (178.0-="") Seb..
£ x102| ~ 2455 min.! £ %107 | Ratio = '
3 B : H 6
Q . Q
S S
5
4 4
3 3
2 2
1 1
0 0
T T o T T T T T
2 25 3 35 2 25 3 35 120 140 160 180
Acquisiton Time (min) Acquisiton Time (min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Syringic Acid
- MRM (196.9 -> 182.1) Sebnem ucucuya.. | [106.0 = 182.1, 196.9 = 121.1 - MAM (3.404-3.404 min) (196.8-="") Seb...
2 a0’ : £ 10" | Fatio = i £ x0°
3 5 . ] 3 5 3 182.1
& (73404 min. | 8 & 454 1211
4 4 4
5
3 3 3
5
2 2 ; 5
] ] 15
1
196.9
0 0 05
a +
T T T T T T T T T
25 3 35 25 3 35 120 140 160 180 200
Acquisiton Time {min) Acquisiton Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Ci i Chie ic Acicd
- MRM (352 8 -= 181.0) Sebnem ucucuya. | 352.8 = 181.0, 352.0 = 82.0 - MRM (3.853-3.897 min) (352 8+ Seb
£ 102 3.757 min. £ %1027 Ratio = ; £ w107
3 : 3 3 191.0
1 1 8 g
5
820
4
3
2
: : 1 352.9
: : 0 *
T T T T T T T T T T 2 T T
34 36 33 4 34 36 33 4 100 200 300
Acquisiton Time [min) Acquisiton Time [min) Mzss-to-Charge (miz)
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Target Compound

o

)

136.8 =931, 136.8 = 63.0

Salicylic Acid
-MRM (136 8 -= §3 1) Sebnem ucucuyag-..

- MAM (3.785-3.785 min) (136 8- Seb..

£ =102 3;35 £ %107 Ratio = ! £ =107
E - E H
2 os 4 8 8 os 531
a7 07
06 P
s gg 85.0
04
03 04
0.2 ) ; 0.3
0.1 0.1 i 02
0 0 : 0.1 1368
H H o *
T T T T T T T T T T T T & T T T T
32 34 38 38 4 42 32 34 38 38 4 42 60 80 100 120 140
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m'z)
Target Compound Gallocatechin+Epigallocatechin
- MRM (305.1 -= 125.1) Sebnem ucucuya.. | 3051 = 1251, 305.1 = 179.1 - MRM (4.025-4.026 min) (305.1-=*") Seb..
£ x10? P £ %107 | Ratio = ! £ x1312
E - E i H
& p | I ISR SRS | - 131 1791
08 : 0.8
06 i 06
I
04 :
: 04
0.2 :
. ! 0.2 205.1
: : 0 .
T T T T T T T T T T T 25 1 T 1
34 35 33 4 34 35 33 4 150 200 250 300
Acquistion Time (min) Acquistion Time (min) Mazz-to-Charge (m/z)
Target Comp d R iic acid

-MRM [358.1 = 161.3) Sebnem ucucuya..

3581+ 161.3 35812187 2

- MAM (3.7204 083 min) (358.1->"") Seb...

- MRM (2889 > 245.0) Sabnam ucueuys..

2889 =245.0, 288.5-= 205.0

2 a0¢ 3.831 min. £ x10* | Retio =66.1 (125.9 %) £y
2 : 3 ; 3 31 1813
A A A
0.8 0.8 a5
0.6 0.6 2 1972
04 04 15
0.2 0.2 J 1
0.5
. . 3501
a L ]
T T T T T T T T T T T i T T T 1l
34 36 38 4 42 34 36 38 4 42 150 200 250 300 350
Acquisition Time {min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge {m'z)
Target Comp d Catechin+Epicatechin

- MRM {3 857-3.857 min} (288.5>"") Seb..

~MRM [163.1 = 118.8) Sebnam ucuouy=..

163.1 = 118.9, 1631 = 93.0

£ x10? Ratio = ! £ x10?
E 1.4 E 245.0
12 1 205.0
! 08
R
06 06
04 0.4
02 i
H 02 2888
il H
H H 0 +*
T T T T T T T T T T T T i) T T
34 368 38 4 42 34 36 38 4 42 200 225 250 275
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge {m'z)
Target Compound P-Coumaric Acid

- MRM {3 894-3.894 min) (163.1>"") Seb..

Acquistion Time {min)

Acquistion Time {min)

£ x0° o £ 510" Ratio : 2«0t
E 3.894 min H] H 119.0
[} 5 a 5 o 5
M Eb& 93.0
4 + : 4
3 ;
3 3
2 2
2
1 1 :
: 1 1631
0 a :
LR, R LR, N 0
34 36 38 4 42 34 36 38 4 42 100 120 140 160
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (m/z)
Target Comp d Epigallocatechin gallate
-MRM (457.1 -» 169.1) Sebnam ucucuy=... | 457.1 > 169.1, 4571 > 305.0 - MAM (3.879-3.879 min) (457.1>*") Seb...
£ 0! *3.829 min. £ %10 " Ratio = : £ x0'
3 g 3 g 1691
) 5 [ 5 ()
4 4 > 305.0
4
3 3
3
2 2
1 1 2
T -
0 0 4571
LA PR B E— LI Y B B 0T iy T
36 38 4 42 36 38 4 42 200 300 400

Mazs-to-Charge (mz)
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Target Compound Gibberellic Acid
-MRM (345.0 = 238.1) Sebnem ucucuya.. | (3450 = 2391, 345.0 = 143.1 - MRM (4,0844.084 min) {345.0--**) Seb..
e 1 ; g 1 ) ; a 1
£ «10 ~!4 084 min. £ 107 | Ratio = : £ «10
i s ; M i s S A 1 z 2351
o . o o
; 1431
4 H 4
; 4
3 H 3
H 3
2 : 2
H 2
1 ; 1
H 1
0 i 0 345.0
: 0 +
T T T T T T L S S S
35 4 4.5 35 4 45 200 300
Aequisition Time {min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge (mz)
Target Compound Verbascoside
-MRM (§23.0 == 161.1) Sebnem ucueuya.. | [G23.0 = 1611, 623.0 = 461.2 - MRM (3.861-3.881 min) (623.0->") Seb..
2 a0t e £ %10 NotFound , ! 2 0"
] 3 451 min. E H 1611
3 ; 3 RS PR 4 45 : 461.2
4 : 4 :
| | 4
H H 35
3 3 3
2 i 2 i 25
H : 2
1 ; 1 ; 15
: : ! 623.0
0 ! 0 ! 05
: 3 +*
T T T T T T T T T T T T AT T T
38 38 4 42 38 38 4 42 200 400 800
Aequisition Time {min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge (mz)
Target Compound Rutin
-MRM (09 0 = 288 8) Sebnem ucucuya.. | (G080 = 2899, 609.0 = 270.9 - MRM (3.845-4 048 min) (509.0+*) Seb.
2 ap! 3955 min £ 510 | Ratio = 18.8 70,1 %) 2 0!
285 : B ; H 301.0
At 5 o= 8 = 8
2 7 5
6.5 5 4
8 3
55
5 5 2
45 4 1 £09.0
4 v i &
T T T T T T T T T T T 0 T > iy T T T
38 33 4 42 38 33 4 42 300 400 500 600
Aequisition Time {min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge (mz)
Target Compound Catechin gallate+Epicatechin gaflate
-MRM (#41.0 == 169.3) Sebnem ucucuya.. | 441.0 > 169.3, 441.0-> 2804 - MRM (3.973-3.973 min) (441.0-="") Seb..
2 2 i = 2 . H ) 2
£ x10 wmgha £ %102 | Ratio = £ x10
E 3.973 min E § 14 1883
%w 2894
0.8 0.8 05
08 08
086
04 04
04
02 02
02 4410
a a
2 L
T T T T T T T T T & T a T
38 38 4 42 38 38 4 42 200 300 400
Acquistion Time {min) Acquistion Time {min) Mazs-to-Charge (m'z)
Target Compound trans-Ferrulic Acid
-MRM (183.0 = 134.1) Sebnem ucucuya.. | [193.0 = 134.1, 193.0-> 177.9 - MRM {4.0554.415 min) (193.0-=") Seb..
£ x102 t 4.208 min. £ 10?7 Ratio =52 (198 %) £ x102
3 25 : g 25 : 3 12 1341
= 225 2 225 =2
2 2 1
175 175 08
15 15
1.25 1.25 08 1779
1 1 04
075 0.75
0.5 : 3322 0.2 1920
0.25 T T T T ’ T T T T O T T
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 140 160 180 200
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge {m'z)
Target Compound Sinapic Acid
-MRM (222.§ == 208.0) Sebnem ucucuya.. | 222.9 > 208.0. 222.9-> 120.9 - MRM {4.1224.122 min) (222.8-=*") Seb..
£ w0’ “b122 £ x10"7 Ratio = : £ x10” o
5o : =0 »vﬁi:»-i\ﬂkq =1 2mo
3 i ! 4
s ’ a 3
H 2 i 2
1 H 1 H
: : 1
0 : 0 i 2228
: 0 +*
LU U LU U LI — T
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 150 200

Acquisition Time {min)

Acquisition Time {min)

Mass-to-Charge (m'z)
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Target Compound
-MRM (579.1 -» 271.0) Sebnam ucucuya...

Naringin

579.1 =271.0,579.1 > 4589

- MRM (3.969-3.989 min) (578.1-="") Seb..

£ 102 *3.989 min. £ 2102 | NotFound | £ 102
2 12 2 12 | 3 2710
= = =1z
1 1 -
0.8 0.8 1
06 06 08
04 04 08 4589
02 02 i 04 _
0 0 | 02 5751
: H 0 &
T T T T T T T T T T & T T T
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 300 400 500 600
Aequisition Time {min) Aequisition Time (min) Mas=to-Charge (miz)
Target Compound Hesperidin
-MRM (509.0 == 301.0) Sebnem ucucuya.. | §09.0 =301.0 -MRM (3.743-4 302 min. 67 scans) (609...
£ 107 4.040 min. £ w107 ; £ 10!
3 3 75 L
S S S
7 5
6.5
5 4
55 3
5 2
45
4 i 4 1
3.5 T T II T T 3.5 T T T T T 0 %y T T |‘
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 300 400 500 600
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mas=-to-Charge (miz)
Target Compound Indole-3-acetic Acid
-MRM (1738 > 130.1) Sebnam ucucuya.. | 173.9 = 1301, 173.8 > 128.0 - MAM (3 945-3 945 min) (173 8-+"") Seb.
£ 107 *3.845 frin. £ w107 £ 10"
3 ; 3 3 54 1301
8 8 8
4
; 4
3 3 :
i 3
2 2 '
2
1 1 :
: 1 7
0 0 i 1738
T T T T T T T T T T 0
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 140 160
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mas=-to-Charge (miz)
Target Compound 2-Hydroxytranscinnamic Acid

-MRM (162.9 -> 115.0) Sebnem ucucuya...

18291190 1629928

- MRM (4.030-4.030 min) (162.9->"") Seb...

£ x0! H 2 %10 ' Ratio = H £ x107
3 : 3 3 118.0
3 s 2 & 4 s
c c 928
4
4 4 !
3 3 ; 3
2 2 H 2
1 1 i
0 0 ; 1 1628
: H 0 »
T T T T T T T T T T T AT T |
38 38 4 42 44 38 38 4 42 44 100 120 140 180
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Massto-Charge (miz)
Target Compound Ethyl Gallate

-MRM (187.0 -> 124.0) Sebnem ucucuya...

18701240187 0= 1680

- MRM {4.1654.165 min) {157.0-="") Seb...

2«10 . ) 2 %10 ] Rati 2«10’
3 165 min. 3 O [ m 3 s 12 s
4 4
4
3 3 !
i 3
2 2 :
H 2
1 1 :
i 1 _
H 187.0
] ] !
T T T T T T T T T T a
36 38 4 42 44 36 38 4 42 44 120 140 160 180 200
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Chamge (mz)
Target Compound Phlorizin
-MRM (434.8 - 272.9) Sebnem ucucuya.. | 4348 » 272.9 . 4348 = 167.0 - MRM (4.0834.083 min) (434.8--") Seb...
£ =10’ * 4,083 min £ x10 "7 Ratio = ! £ =10
5 ] H 3 5 27239
2 4 8 1 ! = 167.0
3.5 35 ; 4
3 3 :
25 25 : 3
2 2 H
15 15 H 2
1 1 H
05 05 i 1
0 0 : 4343
: 0 +*
T T T T T T T T T T Fi T
38 4 42 44 38 4 42 44 200 300 400
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-0-Chamge (m'z)
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o

Target C Ole

P /2
-MRM (539.0 == 275.1) Sebnem ucucuya... | |538.0 = 275.1, 539.0 = 377.1, 538.0 = 3| - MRM (4.0484.048 mi) (539.0-="") Seb...
» 1 i o 1 ) i
£ =10 . P £ x10" | Ratic = !
= 4,048 min. = s !
o 4 H o 5
3 4 :
i 3 3
2 H
: 2
! ; 1 i
0 : 0 :
T T T T T T T T T T T T
38 4 42 44 38 4 42 44 300 400 500 600
Aoquisition Time (min) Acquisition Time [min) Mass-to-Chamge (m/z)
Target Comp d Theaft
-MRM (714.8 -+ 407.2) Sebnem ucucuya.. | 714.5 4072, - MAM (4.1244.124 min) (714.8->*") Seb...
E 0! ; z £ x10'
B = 4124 min E :
S 4 ! 2 4 3 454 4072 5E34
35 ; 35 : 4
3 ' 3 ! 35
25 : 25 ! 3
2 ; 2 ! 25
15 H 15 2
1 ; 1 : 15
05 H 05 ! 1 -
3 ; 3 i 05 T1e8
H : p -
T T T T T T T T T T T piny T 4T T
38 4 42 44 38 4 42 44 400 500 800 700
Acquisttion Time {min) Aeguistion Time (min) Massto-Charge imiz)
Target Compound Myricetin
-MRM (317.0 - 150.9) Sebnem ucucuya.. | 317.0 > 1508, 317.0= 175.8 - MRM 4.1354.135 min) (317.0-=*") Seb...
“4.135 min. £ %107 Ratio = ; £ x0!
J 37 Z 4] 1509
S 5 8 7
6
5 i 5
4 :
3 ; ¢
2 | ;
1 : _
. ; 5 IO
H : 0 *
T T T T T T T T T T A AT T T
38 4 42 44 38 4 42 44 150 200 250 300
Acquisiion Time {min) Aecquisition Time {min) Maszsto-Chamge (mz)
Target Comp d Re ol
-MRM (226.9 > 184.9) Sebnem ucucuya.. | 226.9 = 134.9,225.9 > 1423 - MAM {4 2834 .283 min) (226.9->""] Seb..
£ 0! : £ 10" | Ratio = i 2 a0t
] 5 ] 5 ] 184.9
8 8 8 1428
4 4 4
3 3 3
2 2 H 2
1 1 H :
H 2268
0 0 H
H H 0 +*
T T T T T T T T T T T T T AT T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 150 175 200 225
Apquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mazs-t0-Charge (miz)
Target Compound Aloin A
“MRM (417.0 = 287.1) Sebnam ucucuya.. | 417.0 - 287 1 - MRM (4.347-4.347 min, 1 scans) (417.0..
m H m 1 H w 1
£ £ x10 E =10
s s s
: > ° "’WIVM 5
[=] (=] o
4 4
3 i 3
2 : 2
1 ;
H 1
0 H
H H 0 )
T T T T T T T T T T Y T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 300 350 400
Apquisition Time {min) Acquisition Time {min) Maszs-to-Charge (miz)
Target Compound Propyl Gallate
“MRM (211.0 = 124.1) Sebnam ucucuya.. | 21105 1241 2110 = 78.0 - MAM {4.2074.207 min) (211.0>*"] Seb..
£ xi0? 4207 min. £ x10 '] Rar £ x101
3 : 3 »@MM - 1241
Sy ; 2y : = 75.0
H H 4
3 H 3 ;
' ' 3
2 H 2 H
H H 2
1 i 1 :
: ' 1
0 ; 0 : 2110
H H 0 *
T T T T T T T T T T T T T O N | T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 458 100 150 200
Apquisition Time {min) Acquisition Time {min) Maszs-to-Charge (miz)
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Target Compound

Quercetin

- MRM (301.0 -= 150.9) Sebnem veueuya.. | 3010 = 150.9, 3010 > 178.8 - MRM (4.1624.331 min) (301.0="") Seb...
£ x0? 4.221 min £ 102 Ratio = 36.0 1414 %) £ x102
3 1 3 1 3 150.9
S s S s 3 12
18 ;Ij 1
14 -
13 12 0.8 1788
1 1 0.6
0.8 08 0.4
08 08 0.2 3010
0.4 0.4
' a &
T T T T T T T T T T A ST T T
38 4 42 44 48 38 4 42 44 48 150 200 250 300
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Abscisic Acid
- MRM (262.9 -= 153.0) Sebnem veueuya.. | 2829 = 153.0, 262.0 = 2181 - MRM (4.4014.401 min) (262 8*") Seb...
£ w107 *i4 401 min £ 21027 Ratio = ; £ 10"
H : H H
S 4 K 3 s 2181
35 54 153.0
3
25 4
2 3
15
i 2
05 ;
1 2629
0 0
T T T L T T 0-—2¢ LB
38 4 42 44 48 38 4 42 44 486 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Compound Lutolein
-MRM (284 9 > 133.0) Sabnem ucucuy=... | 2849 > 133.0, 284.9> 150.9 - MAM (4 1884 423 min) (284 §->*) Seb.
£ x10% 4272 min. £ 210°] Ratio = 20.7 B8 7 %) £ x10°
3 3 3 133.0
4 4 4 8 18
3.5 18
3 14
25 12
2 1
15 08
1 06
05 04
2349
0 02 93.0 2269
: a | h L 3
T T T T T T T T T T T & T T T
38 4 42 44 46 38 4 42 44 48 100 150 200 250 300
Acquisition Time (min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)
Target Comp d Nar 7
-MRM [271.0 - 150.9) Sebrem ucucuya.. | 2710 > - MRM {4.281-4.281 min) (271.0->"") Seb..
20! - 4281 min. £ 0! £ 0!
E i 3 CR 150 9
4 4 : 51 1189
3 3 ; 4
2 2 : 3
; 2
1 ' -
0 N i 1 271.0
H H 0 -
T T T T T T T T T T T T a4 & | T
4 42 44 48 4 42 44 48 150 200 250
Acquisition Time {min)| Acquisition Time {min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Comp d Kaempierol
-MRM (284.9 -» §3.0) Sebnem ucucuyag-..| 284.9 >93.0. 2549 226.9 - MRM {4.281-4.281 min) (284.5->"") Seb..
£ x10? *4.281!min. £ %102 | Ratio = ! £ x10?
3 : 3 3 45 133.0
o o (=]
0.8 0.8 4
35
0.6 0.6 3
' 25
0.4 0.4 : 5
0.2 0.2 ; 1-;5
i 2849
0 0 957 30 2269 o
: : 0
T T T T T T T T T T T T iy 1 T &7 T
4 42 44 45 48 4 42 44 45 48 100 150 200 250 300
Acquistion Time {min)| Acquistion Time (min) Mazs-to-Charge (m/z)
Target Compound Isorhamnetin
-MRM (314.§ -» 299.9) Sebnem ucucuya.. | (314,90 >299.9, 314.9-> 151.0 - MRM (43484 448 min) (314.5-="") Seb..
£ «0? ! £ x107 Ratio = 11.7 (56.8 %) £ «10?
a 4 a 4 H a 2999
8 8 8
35 35 1
3 3 05
25 25
06
2 2 1510
1.5 15 04
1 1
02
05 05 149
: j 0 *
T T T T T T T T T T F T T F3
4 42 44 45 43 4 42 44 45 43 150 200 250 300
Acquistion Time {min)| Acquistion Time (min) Mazs-to-Charge (m/z)
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Targat Comp d J. ic Acid
-MRM (209.0 -= 58.1) Sebnem ucucuyag-— | |208.0 > 59.1, 209.0> 164.9 - MAM (4.317-4 564 min) (209.0->"") Seb..
£ c102 4394 min. 2 5102 | Rato =28 (314 %) 2 a0l
H ! H H
a p a a 58.1
= 3 = 3 R
25 25 "f
2 2 0.8
15 15 08 5 g
1 1 04
05 VAN 05 0.2 209.0
2 h 2
T T T T T T T T T T T T T
4 42 44 4B 43 4 42 44 4B 43 50 100 150 200
Aoquisition Time (min) Acquisition Time [min) Mass-to-Chamge (m/z)
Target Comp d Apigenir
-MRM (268.9 -> 116.8) Sebnem ucucuya.. | (268,89 116.8, 268.0 > 224.6, 268.9 1| - MAM (4.367-4.367 min) (268.9->*) Seb...
£ x10? * 4367 min. £ x10? = ' £ 4102
a4 3 g g 12 1168
o (=] o
08 08 1 e
06 06 08
! 1507
04 04 g 08
02 02 | o4
: 02
N . i 2689
: : 0 .
T T T T T T T T T T T Tdh A5 T 5 T
4 42 44 45 48 4 42 44 45 48 100~ 200 300

Acquisttion Time {min)

Acquisttion Time {min

Mazs-to-Charge (miz)

o

Target Comp Genisteir
- MRM (268.0 = 63.1) Sebnem ucucuyag-| |2§8.0 > 3.1, 269.0 > 133.0 - MRM (4.300-4 543 min) (269.0->"") Seb...
£ 0! 4.392 min. £ x10" | Ratio = 8.6 (284.0 %) £ a0’
g 9 g 9 i 3 7 1188
] o o 63.1
] 8 &
s 150.7
; ; 213.1
4
8 & 3
5 5 2
. 1 269.0
4 . .
T T T T T T T
4 45 5 4 45 5 100 200
Acquisiion Time {min) Aecquisition Time {min) Maszsto-Chamge (mz)
Target G d Jaceosidi
-MRM (328.0 == 314.2) Sebnem ucucuya.. | (3290 > 314.2, 320.0 = 2882 - MRM (42544574 min) (328.0->"") Seb...
£ 102 4394 min. £ 310?] Ratio =014 (1424 %) £ w102
3 | ] 3 314.2
o 18 o 18 S 4] 282
16 16
14 14 0.8
12 12 06
1 1
08 0.8 0.4
06 08 0.2
- 3280
04 0.4
' a &
T T T T T T T T b T T
4 45 5 4 45 5 300 3100 320 330
Acquisition Time {min) Aequisition Time {min) Mass-to-Charge (m'z)
Target Compound CAPE
-MRM (283.1 == 135.0) Sebnem ucucuya.. | (2831 > 135.0, 2831 = 178.0 - MAM (4.5434 543 min) (283.1"") Seb...
£ x0’ * 4 543 min. £ 210" Ratio = ‘ £ w0’
3 3 3 g 1350
3 5 3 5 ) il
LN 5
4 4 179.0
3 3 i 4+
2 2 ; 3
1 1 i 2
: 1 2831
0 0 !
' a L 3
T T T T T T T T T T T T T
42 44 48 48 5 42 44 46 48 5 150 200 250 300
Acquisition Time {min) Acquisition Time {min) Mass-to-Charge (miz)|
Target Compound Pinacembrirn
-MRM (2551 > 213.3) Sebnem ucucuya.. | 2551 - 213.3, 255.1 » 151.2 - MAM (4 4694 469 min) (255 1-+™) Seb.
£ 0! * 4489 fhin. £ 210 " Bagio - 3 £ 0!
3 d 3 & 3 5 2133
=4 : = = 151.2
; 5 4
3 H
: 4 i
H ; 3
2 : 3 i
: 2 2
1 H
i ! 3 1 2551
0 : 0 '
: ; a +
T T T T T T T T T T o T T
42 44 46 48 5 42 44 46 483 5 150 200 250

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

Mazs+to-Charge (m/z)
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Target Ci d langir

-MRM (268.1 > 168.3) Sebnem ucucuy=.. | 2891 = 189.3, 2681 -» 213.1 -MAM (4 5364 B8 min) (269.1-=) Seb..
2 xw; i 2 x135‘ i £z’
E L ) E E
3 4686 min. 3 3 5] eq 1693
4 i 4 v 4
H H 35
3 : 3 : 3
H H 25
2 ; 2 2
1 ‘ 1 ‘ 15
i ; ]
0 : 0 i 05 2651
: i 2 *
T T T T T T T T T T T A& T T
42 44 485 48 5 42 44 485 48 5 100 200
Acquisition Time {min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge {miz)
Target Compound Chrysin
-MRM (253.0 -> 143.4) Sebnem ucucuya... | 3530 = 1434 253.0 = 209.3 -MAM (4 6224 622 min) (253.0-=") Seb..
2 410! * 4620 min. £ 31027 Rafio = : £ x10'
E E E
4 4 : A 3 s 209.3
35 <
3 : 1434
25 : 4
2 H
15 ; 3
1 H 2
‘ 0.2 :
05 : : 1 253.0
0 0
: 0 *
T T T T T T T T T T ) Tdh T
42 44 45 48 5 42 44 45 48 5 150 200 250

Aequisition Time (min)

Acquisition Time {min)

Maszto-Charge (mz)
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Ek 3. Ugucu yagin ugucu madde bilesenlerine ait GC-MS kromatogrami

x10 2 |[+EI TIC Scan SS| sample 01.D
1.1+
1

1.05-
N 20.671
0.95
0.9
0.85-
0.8
0.75
0.7
0.65-
0.6
055
0.5
0.45-

25.161

0.4
0.35+
0.3+
0.25+
0.2
0.15+

15.412

0.14 11.576

0.05- 8.588 JM &22.501 i
" A - Lox L A |-

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)
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