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Bilecik ilinde Yetistirilen Serbetciotu’nun (Humulus LupulusL.) Bazi Kimyasal
Ozellikleri, Ekstraksiyonu ve Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

OZET

Bu calsmada Bilecik ili Pazaryeri ilcesinde ygirilen farkh iki cesit (E ve G
kodu verildi) serbetciotu Humulus lupulus I).kullanildi. Aratirma konusuerbetciotu
cesitlerinde % nem, % kul, % protein gkxi gibi kimyasal analizler yaninda farkh
sokshlet ekstraksiyon kollarinin serbetciotu ekstraksiyon verimlerine etkisi incelend
ve elde edilen ekstrelerin DPPH yontemi kullankagatioksidan aktivitesi ve Folin-
Ciocalteu’nun fenol reaksiyonuna gore toplam femdktar: tayin edildi. Ekstraksiyon
verimlerinin belirlenmesinde farkli ¢o6zuculer (nkzan ve dietileter) ve farkli
ekstraksiyon sireleri (4 ve 6 saat) denendi.

Yapilan calmalarda sirasiyla E ve Gerbetciotu % nem 11,58+0,02-
10,72+0,25; % kul 7,49+0,04-9,79+0,03 ve % proté$13+0,15-17,06+0,03 olarak
elde edildi. Karbonhidrat ve seltiloz igardiger bilesenlerin farkindan hesaplangtir.
Farkli c¢ozuculerle, farkli strelerde iki sie serbetciotuna uygulanan sokshlet
ekstraksiyonundaki ekstraksiyon verimi ile gyaverimi sirasiyla %81,15+0,31-
93,99+0,26; %16,20+0,43-31,06+0,31gdderi arasinda bulundu. Ayrica elde edilen
her bir serbetciotu yginin refraktif indisi ve ¢o6zunur kurumaddesi de rfkB)
belirlendi.

E ve G kodluserbetciotu peletlerinin metanolik ekstrelerindeyétksek toplam
fenol miktari 112,76 + 6,02 ve 134,01 + 5,59 mg Gd\Blarak belirlendiSerbetciotu
metanolik ekstrelerinde belirlenen Edegeri 33,07+ 4,57 ve 39,9+0,4 pg/ml arasinda
desismektedir. Buna gore, G kodkerbetciotunun en gk EG, deseriyle en yiksek

antioksidan aktiviteye sahip olgu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: SerbetciotuHumulus lupulus L Ekstraksiyon, DPPH,

Toplam Fenol



Evaluation of Chemical Properties, Extraction Condiions and Antioxidant
Activities of Hop (Humulus LupulusL.) Cultivated

From Bilecik Region

ABSTRACT

In this study, two different hop$Hmulus lupulus ) varieties (code E and G),
cultivated from Bilecik region in Turkey, were irstggated. Composition analyses were
applied to the samples; moisture content, ash value crude protein (N*6.25).
Carbohydrate and fiber content was estimated kigréifice of the other components.
Effect of Soxhlet extraction condition on extractigield of each hops varieties were
determined. For determination of total phenolicteah Folin-Ciocalteu method and for
evaluating antioxidant activities; DPPH radical \s&@ging activity assay was used.
Different extraction solvents (n-hexane and diettyler) and time (4 and 6 h.) were used
for the determination of the highest extractiorld/i@as selected for the analysis.

Moisture content, ash value and crude protein pshavith E and G code) were
ranged from 11.58+0.02-10.72+0.25%, 7.49+0.04- £07MB%, 15.13+0.15 -
17.06£0.03% respectively. The highest extractimidywas determined 93.99% +0.29
on E which was extracted with hexane for 6 hourd #re highest oil yield was
determined 31.06%=0.39 on E which was extracted di¢thyl ether for 4 hours. The
highest total phenolic contefdr E and G hops were 112.76 + 6.02 and 134.01 2 5.5
mg GAE/g methanol extracts of hops. Thesg@alues were in the ranged from 33.07+
4.57 to 39.9+0.4 ng/ml. The code G of hops had dngintioxidant activities and the

lowest EGg values

Key words: Hops,Humulus lupulus LExtraction, DPPH, Total phenolic content
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. Dietil eter ¢ozilictsu ile 6 saat ekstrakte edjlenetciotu ¢cgdi E

Hekzan ¢Ozucusu ile 4 saat ekstrakte edigghetciotu ¢gdi G
Hekzan ¢oziicUsu ile 6 saat ekstrakte edigghetciotu cgdi G

. Dietil eter ¢ozlcusu ile 4 saat ekstrakte edjlenetciotu cgdi G
. Dietil eter ¢ozlicusu ile 6 saat ekstrakte edjlenetciotu ¢gdi G

%70 metanol ile ekstrakte edilgerbetciotu ¢cgdi G
%70 metanol ile ekstrakte edilgerbetciotu cgdi E



1. GIiRis

2008 yilinda yaklak 144 458 ton olarak gercekEn dinya serbetciotu
dretiminde birinci sirayl, % 41,8'lik payiyla (%3Almanya) Avrupa Birlgi almistir.
AB'nin ardindan dier en 6nemlserbetciotu Ureticileri ise, %25,6’lik payiyla ABDev
% 6,5'lik payiyla Cin'dir (Anonim 2008).

Yetistirilen tdrler acisindan bakilginda, AB’nin toplamserbetciotu alaninin %
55'inde (12.000 ha) aromatik tirler, geri kalan %idde (10.000 ha) aci turlerin
yetistirildi gi gorilmektedir. Son zamanlarda, geleneksel ad¢ertiman Brewer’'s Gold
ve Northern Gold'dan uzalkfdarak, siiper alfa tiurlerine yonelim gb@mistir. ikinci
blyuk serbetciotu Ureticisi olan ABD’de isgerbetciotu ekilen alanlarin werbetciotu
dretimin yillar icinde giderek azalgh gortlmektedir (Yicer ve ark. 2006; Ekmen
2006).

Serbetciotlari, son derece dayanikli ve uzun omiiriitllkemizdeserbetciotu
tarimina 1965 yilinda Bilecik ilinde klanmsg ve bira sanayinin gglinesine paralel
olarak bu bitkiye olan gereksinim hizla argtm Bugin Pazaryeri ve Merkez ilgcede
lokalize olmy dretim 308 ha alanda surdurilmekte ve 931 tos yHIin elde
edilmektedir. Bu Uretimin %75’ini Pazaryeri, %25’ide Merkez ilce kanlamaktadir
(Tarker ve ark. 2001; Cakici ve ark. 200%erbetciotu tlkemizin bitin kuzey
bdlgelerinde vyettirilebilir. Ancak, serbetciotu tarimi son yillardagalikli olarak
Bilecik ili ve ilcelerinde yapilmaktadir.

Flavonoidler meyvelerde, sebzelerde, findik ve zgibi sert kabuklu yenglierde,
tohumlarda, bitkilerin sap kisminda, cicekleringayda,sarapta, propoliste ve balda
yayginca bulunmaktadir. Gidalarda gdb olarak bulunan flavonoidler, antifugal,
antiviral ve antibakterial aktiviteye sahiptir (Caw 1999; Cgkun 2006 ). Polifenoller
(fenolik asitler, flavonoidler ve prosiyanidinleskdense tanenler) yenilebilir ya da gida
olarak tuketilmeye uygun olmayan bitkilerde yaygolarak bulunan sekonder
metobolitlerdir (Huang ve ark.1992; Saldamh 1988ahidi ve Naczk. 2003; Bilaktu
ve Harmandar 1999; Makris ve ark. 2006). Bulunakosder metobolitler meyveler,
sebzeler, ickiler ve tahillarda; antioksidan akéye, duyusal kalite Ozelliklerine ve

beslenme kalitesine olumlu katkida bulunurlar.



Fenolik bilsiklerin sahip olduklari antioksidan o6zelliklerindetolayr pek ¢ok
dejeneratif ve ygdanmaya bal hastaliklari koruyucu veya tedavi edici etkilen
oldugu bildirilmistir. Bu hastaliklar icinde kanser ve kalp-damar taladari bata
gelmektedir (Huang ve ark.1992; Rice-Evans ve Rat888; Kahkonen 1999; Shahidi
ve Naczk. 2003; Dell’Agli 2004; Philpott ve Lynnet2004; Wrolstad ve ark. 2005;
Pour Nikfardjam ve ark. 2006).

Gidalardaki fenolik madde g@aiminin belirlenmesi icin uygulanan ydntemlerin
zamanla dgstigi goérilmektedir. 1978 yilindan sonra ise fenolle¥iBSK ile analizi
yayginlamaktadir. Bu yontemlerin duyagl fenolik bilegenin yapisina gore %+5-10
arasinda dgsmektedir (Karadeniz ve Ek2002). Bulgularin yorumlanmasinda analiz
yontemi ile birlikte serbest veya #a formdaki fenolikler agisindan analiz 6fee
hidroliz uygulanip uygulanmaginin da dikkate alinmasi gereklidir (Karadeniz \&iE
2002; Gil-Munoz ve ark. 1999).

Antioksidanlarin serbest radikal supurtct aktieteli Olgebilmek icin birgok
yontem gektirilmistir. Bu yontemler kullanilarak antioksidanlarin lesgeleri
belirlenir. Yaygin olarak kullanilan serbest radigakalama yontemleri DPPH, TRAP,
FRAP ve superoksit anyon supuricusudur (Frankéleger 2002).

Serbetciotu ( Humulus Lupulus ) buylk oranda biretiiminde kullanilir. Biranin
acl tad1 ve aromasinig@amak icin yalniz dii gigekler kullanilir (Ttrker ve ark 2001).

Biraciigin yani sira ilagc yapiminda dgerbetciotundan yararlaniimaktadir.
Bitkinin diger kisimlarindan da farkli amagclar ile faydalanmmaémkindir. Orngin
serbetciotu toplanirken geride kalan kisimlari orgagubre olarak kullanilabilir; bazi
kisimlar ise baharat 6zdine sahiptir.Serbetciotunun kurutulmyucicekleri dovultp
elenirse, salgi tiylerinden gln ve lupulin denilen sari renkli toz elde ediliupulinin
%1-3 olan recinesinde anti bakteriyel etkili ve Bazetli etken maddeler olan lupulon
ve humulon, ayrica laktarik asit, serotik asit,jlsgkol bulunur.Serbetciotu bazi ger
alkollii ve alkolstiz iceceklerde, firin Grtnleri, ndlurma, sekerleme gibi Uriinlerde
kullantlir. Gram (+) bakterileserbetci otunun ucucu gadaki asitlere kar gram (-)
bakterilerden daha duyarlidir. Son yillarda ilackegmetik sanayinde de kullaniimaya
baslanmstir. (Akgul 1993; Ova. 2001; Cakici ve ark.2005;skim 2006, Heyerick
2009, Shapouri 2011, Leiteve ark.2013).



Bu calsmada Turkiye'dekiserbetciotu dretiminin %90'ninin yapilgh Bilecik
ilinde yetstirilen serbetciotunun bazi kimyasal 6zellikleri deneysakak tayin edilmy,
serbetciotu peletlerinde gave ekstraksiyon veriminin belirlenmesi icin solethtdzict
ekstraksiyonu farkli ¢ézuculer kullanilarak ve farkiirelerde uygulanmstir. Sokshlet
¢cOzucl ekstraksiyonu ile elde edilen ekstratlajalain fenol icegi ve antioksidan

aktivite belirlenmitir.



2. LITERATUR BILGISI

2.1. Serbetciotu (HumuluslupusL.)

Ogu ve ark. (19958erbetciotunun ve tropikal tohum, Garcinia kolanazib
kimyasal 0Ozelliklerini kapilastirmistir. Metanol ve Kloloroformla muamele edilen
ekstratlar kugun asetat testinde pozitif sonuc vestini Garcinia kolaserbetciotu ince
tabaka kromatografisinde benzer sonuclar vganive maksimum UV absorbansi da
325 nm gostermglerdir.

Lie"geois ve ark. 2000’de sulu sistemlerde antiési etkinlginin belirlenmesi
icin uygun metodu asarirken arpa mayasi, malt werbetciotu ortamlarini kullanmi
ve en iyi sonucuserbetciotunda alngliar bira dretimi siresince kaybagradgini
belirlemilerdir.

Canba ve ark. (2001), Brewers Gold, Efes Aroma, Galéwarthern Brewer ve
Saaz cgtlerinin serbetciotu peletlerinin yapisina saklama sig@akin etkileri Gizerine
calismalar yapmglardir. Oda sicak@inda saklanan peletlerde timsitlerde alfa- ve
beta- asitlerinde regine yugakliginda veserbetciotu yginda énemli kayiplarin oldiw
kimyasal analizlerle saptangni3C’de saklanan gétlerde ise bu zararl desiklikler
durmasa da yagelmistir.

Lermusieau ve ark. 2001'de yaptiklar g@nanayla serbetciotu tirlerinin arpa
mayasinda indirgeme gucuniun igtielmesinde tadin stabilizesinin @anmasinda
anahtar rol oynagini belirlemglerdir.

Gardea-Torresdey ve ark. (200Xerbetciotu bitkisi (Humulus lupulus L.)
tarimsal atiklarinin, kirli sulardan sulu kun (lIl) iyonlarinin uzaklgtiriimasi veya geri
kazanilmasi igin alternatif bir secenek gidau belirtmektedir

Serbetciotuna yonelik yoresel atamalar da yapilnstir. Serbetciotu Slovenya’da
100 yih akin siredir yetitiriimekte ve ihracata yonelik dnemli bir tarimsaletim
yapilmaktadirSerbetciotu genetik ¢cgimalari, genetik dgskenligi degerlendirilmis ve
yeni gelstirilen mikrosatellit markorler ile saptanagerbetciotu cgtleri ile cografik



olarak yabani ¢galmalari arasindaki gki gosterilmgtir (Javornik ve ark. 2004; Stajner
ve ark. 2005).

Biendl ve ark. (2004) izomerizgerbetciotu peletleri icirserbetciotu tozlari bir
katalist ile kargtiriimis, peletleme ve ambalaj sonrasinda buskarinert gaz atmosferi
altinda 50°C’ye 1isitilip ve 8-12 gin bekletigtm. Bu ¢alsma sonucunda beta-asitler
etkilenmemy, alfa-asitleri ise izo-alfa-asite dégmitstur.

Tiarkiye'de yagun bir sekilde serbetciotu tarimi yapilan Bilecik-Pazaryeri’'nde de
calismalar yapilmgtir. Calsma otuz bir farkli tarladan alinan toprak ve yapbakesi ile
yapilmstir. Toprain fiziksel ve kimyasal ozellikleri (pH, toplam didzebilir tuz,
CaCQ, organik madde, tekstir, N, P, K, Ca, Mg) incelennve yapraktaki makro
elementlere (N, P, K, Ca, Mg) bakiktir. Bu argtirmadan elde edilen sonuclara gore
tarlalarin %19.4'0 azot, %35.5'i fosfor, %45.2'sbtpsyum ve %38.7’si kalsiyum
acisindan yetersizdir (Cakici ve ark. 2005).

2005-2006 ve 2006-2007 uretim yillarinda, Biledikim Pazaryeri ilgesinde,
TARBES Tarim Urunleri ve Besicilik Sanayii ve TiearAS. arazisinde yapraktan
glbre uygulamasina yonelik gaha yudratilmigtir. Calsmada, farkl serbetciotu
cesitlerine farkli zamanlarda ve dozlarda yaprak gébrgygulanmgtir. Arastirmada
yaprak gubresi uygulama zamani ve dozlargaretciotu cgtlerine, bitki boyu, ya
kozalak sayisi, 20 yekozalak &irligl, kozalak eni ve boyu, bitki y&kozalak girligi,
yas kozalak verimi (kg/da) kuru kozalak nem orani,lkpzalak alfa asit orani ve alfa
asit verimi (kg/da) uzerine etkileri incelenyti. incelenen karakterler icin en iyi
cesitler tespit edilmgtir (Bagcl 2007).

Serbetciotundan bikenlerinden dgal yollarla elde edilmgi yedi ekstrat, Acne
vulgaris'i etkileyen biyolojik faaliyetlerin deerlendiriimesi icin test edilrgiir.
Serbetciotu ekstraktlari ksanthohumol ve lupulonm islara kagi inhibitor faaliyet
gostermgtir. Ayrica antioksidan kapasiteleri, farkli redkaksijen turlerine bgl olarak
yedi farkli yontemle dgerlendirilmistir. Ksanthohumol, tekli oksijen absorbans
kapasitesinin yani sira toplam oksijen radikal abaons kapasitesinde de en yiksek
etkinligi gostermgtir (Yamaguchi Ve ark. 2009).

Jelinek L ve ve ark. 2010 yerli farkderbetciotu kulturlerinde farkliliklar ortaya
koymak ve karakteristik kompozisyonu belirlemek amgk polifenolleri, esansiyel

yaglari, alfa ve beta bitter asitleri atamigslardir.



Cascade, Hallertauer, Northern Brewer, Saaz, Bggrivanguard ve Willamette
olmak Uzereserbetciotunun yedi farkh tirinden elde edilen esa yagilar gaz
kromatografisi ve kitle spektrometresi yontemlkrianaliz edilmgtir. Toplam bileikte
myrcene vea-humulene profillerinin hakim oldiu tespit edilmjtir (Nance ve Setzer
2011).

2.2. Antioksidanlar ve Polifenolik Bilesikler

Antioksidanlar ortamdaki oksijeni alikoyarak olkasgon reaksiyonlarinin
baslamasini veya ilerlemesini engelleyen kiéerdir. Dogal olarak biyolojik
sistemlerde yani canlilarda s6z konusu olan, asitt@larin biyokimyasal etkileridir.
Oksidasyon reaksiyonlarinin drtinleri olan serbadikaller hiicre ve dokularda hasara
yol agmakta ve sonucta kalp damar hastaliklagtab@almak Uzere bir dizi kronik
hastalik olgmaktadir (Okcu ve Keje2009; Buicova ve ark. 2008).

Antioksidanlarin insan ghgindaki balica etkisi serbest radikal stpurucu ve
zincir kirict mekanizmalarla ortaya cikar. Serbeatlikaller bir veya daha fazla
ortaklanmany elektron iceren atom veya molekiller olarak taammhaktadirlar (Akg,
2010). En onemli serbest radikaller oksijenden rtiigeolanlardir. Bunlar stiperoksit,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet sjjendir. Serbest oksijen radikalleri
hiicre membrani proteinlerini yikarak hicreleri @&hilmekte, cekirdek genetik
maddesi olan DNA'ya zarar vererek mutasyonlara d@le getirmekte, k@siklik
sistemi hicrelerini etkileyerek zayiflatmaktadifidie ve doku hasari sonucu hastaliklar
ortaya cikmaktadir. Serbest radikal ve AO sisteindesisindaki dengesigin sonucu
olarak damar serfli (ateroskleroz), Parkinson ve Alzheimer gibi simastaliklarigeker
hastalgl, astim, romatoid artrit, kanser, akei ve cilt hastaliklari meydana
gelmektedir. Hayvanlarla yapilan gahalarda serbest radikallerin kalp ve damar
hastaliklarina zemin hazirlagi kaydedilmektedir (Dell’Agli ve ark. 2004; Okgu ve
Keles 2009). Vucutta ¢gtli metabolik reaksiyonlar sonucu gln ve bir veya daha
fazla elesmemg elektronu olmasi sebebiyle oldukca reaktif olarbest radikallerin
asiri miktarlari bircok doku, organ ve sistemlerdesdmdara neden olmaktadir. Bu hasari
sinirlandirmak igin vicutta bircok savunma mekamgmgelstirilmi stir ve genellikle
besinlerle alinan C ve E vitaminleri, selenyum, avelten, likopen, lutein ve ger

karotenoidler de bu savunmaya yardimci antioksatanllarak rol almaktadir. Bunlara



ilave olarak flavonoidler gibi ikincil bitki metallideri ve terpenoidler de sayilabilir. Bu
da antioksidan bikgkler iceren meyve ve sebzelerin yani sira geleglegkarak tibbi
amacla kullanilan ve antioksidan Bilder bakimindan zengin olasifali bitkilerin
insan sgli g1 acisindan énemini ortaya koymaktadir (Yildiz 2007

Antioksidanlar hidrojen atomu vericisi olarak etiésterirler ve zincir olgturan
radikalleri daha az reaktif tirlere dondururler. gakilde olwan antioksidan radikali,
oksijen atomu ile aromatik halka tzerindeki ciftteemsi elektronun yer déstirmesiyle
stabilize olur. Bu nedenle antioksidan molekilleapyarinda genellikle fenolik
fonksiyon tairlar. Aromatik bir halka ve buna Pk olarak fonksiyonel tirevleri de
dahil bir ya da birden fazla hidroksil gruplarigeien maddeler, fenolik biikler
olarak tanimlanmaktadir (Ak2010).

Antioksidanlar yapilarina gore fenolik antioksidamlaromatik antioksidanlar ve
organik sulfur bilgikleri olarak; etki mekanizmalarina gore primer gekonder
antioksidanlar olarak siniflandirilirlar. Bunursidda temel olarak antioksidanlar gd
antioksidanlar ve yapay antioksidanlar olarak ikayeilirlar. C vitamini, E vitaminleri
(tokoferoller), polifenolik bilgikler, flavonoidler, fenolik asitler, fenolik polierler
(tanenler) ve karotenoidler gal antioksidanlardir (Aki2010).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilam€mmkasal reaksiyon acgisindan
hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlaATHve tek elektron transferi
reaksiyonuna dayananlar (ET) olmak lzere temebkléd sinifta toplanirlar (Arda
2008). HAT temelli yontemlerin bir@u azobilgiklerin bozulmasi ile olgan peroksil
radikalleri i¢in antioksidan ve substratin rekabetidayanan yamaci reaksiyonlari
kullanmaktadir. Bu yontemler oksijen radikal absord kapasite (ORAC), toplam
radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAPpJdm oksiradikal séndirme kapasite
(TOSC) yontemi ve krosin beyazlatma yontemlerierigektedir. ET temelli yontemler
antioksidanin oksidani indirgeme yetgme renk deisimi ile 6lger. Renk dgsiminin
derecesi Orneklerin antioksidan konsantrasyonualékalidir. ET temelli yontemler
toplam Folin-Ciocalteu ayiraci ile toplam fenolikbntemi (FCR), Troloks gi
antioksidan kapasite (TEAC), demir iyonu indirgedatioksidan gu¢ (FRAP), oksidan
olarak bakir (Il) kullanan toplam antioksidan patgel yontemi (CUPRAC) ve DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemini icermektéd(Albayrak ve ark., 2010).



Demir iyonu indirgeyici antioksidan guc¢ (FRAP) yénti, plazmanin demir
(l’d  indirgeme yetenginden vyararlanilarak antioksidan gucini Olgcmek igin
gelistirilen bir metottur. Bu metotta, demir(lll)tripnidriazin (Fe(lll)-TPTZ) kompleksi
antioksidan (indirgen) vasitasiylagiik pH ortaminda demir(ll) tripridiltriazin (Fe(ll)-
TPTZ) kompleksine indirgenir. Meydana gelen Fe{lBTZ kompleksinin rengiiddetli
mavidir ve 593 nm’de maksimum absorbans vermekigkirs 2010). Folin-Ciocalteu
aylraci ile toplam fenolik yontemi (FCR)'nde, FolBhocalteu reaktifi (Folin-Fenol
reaktifi veya Folin-Denis reaktifi) fosfomolibdatevfosfotungstat kagimi bir reaktif
olup fenolik ve polifenolik antioksidanlarin kolametrik tayininde kullanilir. Yontem
test edilen materyalin reaktif oksidasyonunu inhdbmesi icin gerekli miktarini olcer
(Ardag 2008). 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikaéndirict kapasite yontemi
bitkiler ve gidalardan elde edilen ekstreler yaesiklerdeki serbest radikal sondurtici
aktiviteyi belirlemek icin argtirmacilar tarafindan yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) tica olarak elde edilebilen stabil
organik nitrojen radikalidir. 515 nm’de maksimunsalbansa sahiptir. Antioksidan (A-
H) tarafindan DPPH serbest radikaline proton trmsfeaksiyonu 517 nm’'de
absorbansin azalmasina neden olur. Bu sire¢ goOrdiminda spektrofotometre ile
absorbans sabitlenene kadar takip edilir (Albayalark. 2010). Troloks [(x)-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E amininin suda ¢Ozunurséeseridir.
Troloks canli sistemlerde dal olarak bulunan bir bikgk olmamakla birlikte pek cok
antioksidan aktivite tayin yonteminde standart akakullanilir. Genellikle belli bir
dersim aralginda Troloks antioksidan olarak kullanilarak biligaa grafgi hazirlanir
ve bilinmeyen antioksidanin aktivitesi bu grafiktdmoloks @degeri olarak okunur
(Ardag 2008). Oksidan olarak Cu (Il) kullanilan toplantieksidan kapasite yontemi
(CUPRAC), ornekte bulunan antioksidanlar (reduktemafindan Cu(ll)'nin Cu (I)’e
indirgenmesini temel almaktadir. Kromojenik ayiral@n bathocuproin (2,9-dimetil-
4,7-difenil-1,10-phenanthrolin), Cu (I) ile 2:1 oarada bir kompleks oklturur. Bu
kompleks 490 nm’de maksimum absorbansa sahiptndairt olarak Kersetin kullanilir
(Albayrak ve ark. 2010).

Son yillarda,sifali bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif madktetizerindeki
calismalar ygunlasmistir. Bu konuda Yildiz ve ark tarafindan yapilanigahda

spektrofotometrik olarak toplam antioksidan kapasit belirlenmesinde CUPRAC



yontemi, kagilastirma yontemi olarak ise ABTS/persulfat yontemi l&alimistir.
Yapilan bir baka calgmada bir bitki ekstraktinin mevcut antioksidanlbalirlenip,
bunlarin degimleri deneysel olarak saptanymTEAC katsayilar ile carpilarak ve bu
carpimlar toplanarak ekstraktin kuramsal olarakdredn toplam antioksidan kapasitesi
hesaplanmgtur. Eser HPLC kromatogramindan tum antioksidanlar saptgnse bu
yolla bulunan kapasite, deneysel olarak dl¢ilemo&sidan kapasite ile dasmalidir.
Calisilan bitki orneklerinin ekstraktlarinda CUPRAC yénti ile belirlenms olan
toplam antioksidan kapasitesi siralamasi; arslaggmrr kekik > thlamur > mercanyo

> adacgayl > nane > civanpercemi > kereviz ygpralereotu > I1sirgan > maydanoz
seklindedir (Yildiz 2007).

Gida kaynakli antioksidanlarin buyik bir kisminotein ve fenolik yapidaki
antioksidanlar olgturmaktadir. Fakat bu maddeler birbirleriyle vegaan viicudundaki
bir takim yapilarla (enzim, membran vs.) etiilede bulunabilmekte, dolayisiyla
antioksidan aktivitelerinde ve etkskkleri maddelerin biyolojik rollerinde 6nemli
degisimlere yol acabilmektedirler. Sonu¢ olarak etkibeler, mekanizmalari ve olasi
sonugclarinin antioksidanlar bazinda irdelenmesannsgli gl acisindan da buyik énem
arz ettgi belirtiimistir (Demirblker Kavak 2010).

Akis (2010), Turkiye'de tibbi amach kullanimlari olae cay olarak tiketilen
cesitli bitkilerin antioksidan aktiviteleri ile toplanfienol icerikleri ve fenolik yapilarini
incelemitir. Bitkilerin c¢esitli kisimlarindan hazirlanmgiolan metanol ekstraktlarinin
antioksidan kapasiteleri DPPH yontemi ile belirfken, toplam fenolik madde
icerikleri Folin-Ciocalteu yontemiyle saptaryti. Genel olarak antioksidan tayininde
¢cok kullanilan DPPH, FRAP, ABTS antioksidap;karoten beyazlatma ve Folin-
Ciocalteu fenolik madde tayin metotlarinin farklitkb érnekleri icin verdikleri

sonugclarin kagilastirlimasi yapilmgtir.

2.3. Serbetciotunun Antioksidan ve Polifenolik Karakterizasyonu

Dokuz farkl Serbetciotu ¢cgdinde HPLC-APCI-MS/MS ile yapilan analizlerde
trans-resveratrol ve piceid izomerleri belirlegtini(Jerkovic ve ark. 2005).

Serbetciotundan kaynaklanan ve bira igerde bulunan ksanthohumol; ¢ghaa
prenylated flavonoiddir. Bu big&klerin insan sgligina etkileri bira tuketimiyle
karsilastiriimistir (Stevens ve ark. 2004).
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Serbetciotu cgtli antioksidan 6zelliklere sahip polifenolik bgi&ler icerir. Bu
bilesikler, yiksek performansli sivi kromatografisi-ldigpektrometresi (HPLC / MS)
yontemleri kullanilarakserbetciotu 6zlerinde ve ayni zamanda birada tesgfilnistir
(Ceslova ve ark. 2009).

Bira mayasi Uretimi boyunca farkh samalardaki mayalarin oksidatif
stabilizasyonu veserbetciotu polifenol ekstraktl ilexw-, B-iso-o-asitlerinin radikal
supiruct ozellikleri ESR spektroskopisi ve DPPH ikald su verme 6lgtmleri
kullanilarak dgerlendirilmistir (Wietstock ve ark. 2010).

DPPH yontemiyleserbetciotu veserbetciotu drtinlerinin antioksidan aktiviteleri
belirlenmgtir. En yuksek antioksidan kapasitesi olan %70-%#88alginda Saaz ve
Spalter olctlmgtir. Csaitlerin cogunda antioksidan kapasitesi %40-%60 gratla
OlcUlmistar. Serbetciotu antioksidan aktivitesinin bir kismi kima sirasinda geri
donsU olmayacaksekilde kaybolur. Kayip genellikle orijinal Rfpy degerinin %5'ini
asmaz. Kurutma ayrica polifenol bgileri iceriginde bir azalma yaratir (Krofta ve ark.
2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan materyal, iki farkl gé serbetciotu (Humulus lupulus L.)
2010 yilh hasadindan temin edifii. Daha sonraki samadaserbetciotundaki aci
recinelerin ve eteri ydarin okside veya polimerize olarajerbetgiotunun dgerini
disirmemesi; kalite kaybina neden olmamasi ve bozubsantin uygun yontemle
(65°C’de 10sa) kurutulup, nem icginin %8-12 digurilmesi sglanmstir. Serbetciotu
kozalaklari karanlik ve serin ortamda 3-3,5 saatedidirilerek sgutulmular ve sonra
sikistirilarak balyalar haline getirilrglir. Depoda 20-25 gin bekletilen balyalar
degirmenden gegcirilerek un haline ve sonrada peleintinge getirilmitir (sekil 3.1).
Ozel torbalara konulmuvakumlanip ve bozulmanin 6nlenebilmesi icin karioksit
ve azot gaz verilerek paketlenyti. Ambalajlanarnserbetciotu peletleri 4-5°C’de gok
muhafaza edilngtir.

Bu calsmada kullanilan iki farkli ¢gt serbetciotu peletlerine E ve G kodlari

verilmistir.

Sekil 3.1. Serbetciotu kozalaklarinin, peletdenme aamalari
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3.2.YOntem

3.2.1. Nem miktari tayini

hassas olarak tartilgtir. 103-105°C sicaklikta etiivde (FN 400, Nive)utulduktan
sonra desikatére alingtir. Oda sicakfiina gelen numuneler tartilgnve nem miktari
agirhk kaybindan % olarak hesaplargtm (AOAC 2002). Bu analiz her ilgerbetciotu
¢esidi (E ve G) icin Ug paralel olarak yapilghr. Nem miktarlari her bir ¢é icin U¢

paralelin ortalamasi alinarak elde editini

Nem miktar1 (g)

% Nem =
’ Baslangicta alinan numune miktar: (g)

x 100 (E.3.4)

3.2.2. Kl miktar tayini

Mermer havanda g@itilmds numune 6nceden sabigidiga getirilmi ve darasi
alinmg krozelere hassas olarak 3 g tartgimi 550°C sicaklikta kul firrninda (MF 120,
Nuve) kademeli olarak yakilgtir. Firindan alinan numune desikatérde oda sigald!
getirildikten sonra tartiingtir. Agirhk kaybindan kil miktari % olarak hesaplagtmi
(AOAC 2002). Bu analiz her ikserbetciotu cgidi (E ve G) icin U¢ paralel olarak
yapilmstir. Kul miktarlart her bir ¢gt icin U¢ paralelin ortalamasi alinarak elde
edilmigtir.

Kiil miktar: (g)

Kil = X 100 E.3.2
Yo Ka Baslangicta aliman numune miktar: (g) ( )

3.2.3. Protein analizi

Protein analizi her ikserbetciotu ¢gdi( E ve G) icin iki paralel olmak Ulzere
Kjeldahl metodu ile yapilngur. Ogltilmis serbetciotu numunelerinden 2,2gr
tartiimistir. Yakma glemi icin 7049-05 Model, Lole-Parmer Instrument Guany
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yakma cihazi ve distilasyon icinde Rapidstill llakconco kullanilngtir. Distilasyon
sonunda kalan Griin 0,1 N HCI ile titre edigtni

Numunedeki protein miktari, kullanilan HCI miktaaumparalel azot miktarindan
yola cikilarak gagidaki formullere gore bulunmgtur. Serbetciotu igin protein
hesabinda kullanilan faktér 6,25 olarak belirlestm{AOAC 2002).

0N = N X Diizeltlmis asit hacmi y 142N < 100 E 33
— i L3
’ HEL drnek kiitlesi mol (E.33)

Opprotein = %N X 6,25 (E.3.4)

3.2.4. Cozucu ekstraksiyonu ile y& miktari ve verim tayini

E ve G kodluserbetciotu csgtlerine, hekzan (%95 PRS, Panreac) ve dietil eter
(GC>%99,5, Merck) cozuculleri ile 4 ve 6 saat soésldkstraksiyonu yapilstir.
Numuneler mermer havandgliillimis serbetciotu pelletlerinden 5’er gram olarak
alinmstir. Deneyler ¢ paralel olarak yapiknwe U¢ paralel icin hesaplanangyae
ekstraksiyon verimi sonuglarinin ortalamasi alikalde edilmgtir.

Ekstraksiyon suresi sonunda kalan ¢o6zicli Rotaryparetdrde (Heidolph,
Laborata 4003 Control) ayrilgiir.

Numune icindeki % y& ve % ekstraksiyon verimisagidaki formullere goére

hesaplannstir.

S Ekstraksiyon sonunda bulunan yag miktar: 100 o~
= X 3
oyag Ekstraksivona giren numune miktari ( /

Shvert Ekstraksiyon sonunda elde edilen kati madde miktar 100 £ 36
_ w1l 3.
overm Ekstraksiyona giren numune miktar: ( )

3.2.5. Kirilma indisi ve briks derecesi tayini

Numunelerin kirilma indisleri ve briks derecesigdderi 20°C de Abbe
refraktometresi (ATAGO IT) ile belirlenrytir.
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3.2.6. Antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde tayini icin
ekstraksiyon yontemi

3.2.6.1.Ham fenolik ekstresinin hazirlanmasi

Antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde tayiigin droglar Sokshlet
apareyinde once gtarindan kurtariimak tzere petrol eteri ile 6 seltre edilmytir.
Geride kalan drog, petrol eteri uzagtlaldiktan sonra (3 g) 40 ml %70’lik(h/h) sulu
metanol ile 48C de calkalamali su banyosunda 30 dakika sirekitree edilm§ ve
suzulmigtir. Bu slem Uc¢ kez tekrarlanmy stzantiler birlgirilmistir. Metanolll
kisimlar doner buhanaricida y@unlastinildiktan sonra geride kalan sulu ekstreler
liyofilizatorde kurutulmugtur. Ekstre verimleri kuru drog Gizerinden hesaplgtim

Aktivite tayinleri ve dger deneylerde bu ekstreler kullanigm.

3.2.6.2. Fenolik maddelerin hidrolizi

Yagl uzaklgtiriimis 5 gram numuneye 150 ml 1,2M (%50 MeOH icinde) HCI
cOzeltisi eklenmytir. Calkalamali su banyosunda 80°C’de 1 saat (atleaak masere
edilmistir. Ekstre s@utulduktan sonra filtre edilir, buslem U¢ kez tekrarlanilarak
suzuntuler toplanmgtir. Metanol rotary evaporatérde ayrikmr. Kalan sulu faz 75ml
etilasetat ile ayirma hunisi yardimiyla 3 kez ekstdilmitir. islem sonunda etil asetat
cekildikten sonra balonda kalan liyofilizatérde utwimus ve -20°C'de derin

dondurucuda saklangtir.

3.2.7. Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Kurutulmus ekstraktlarin  verimi  (kuru @rlik bazinda) sagidaki ssitlik
kullanilarak hesaplanstir.

% verim = (W1*100)/ W2

Formilde W1 ¢oOzicl uzaklarilarak kurutulmy ekstraktin girligini, W2 ise

numunenin kuru @rhigini gostermektedir.

3.2.8. Toplam fenol miktar tayini

Ekstreler icerisindeki toplam fenol miktari FolineCaltaeu yontemine (Gamez-
Meza ve ark.1999) gore yapilghr. Standart olarak kullanilan gallik asit ve géén
buttn drnekler, %70’lik sulu metanol iginde haarastir. 0,5 mg ornge, 2,5 ml Folin
Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, h/h, suda) ve 7,5 soldyum karbonat ¢ozeltisi (%20'lik,
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a/h, suda) ilave edilmj oda sicakfiinda 2 saat bekletildi. UVvis Spektrofotometre de
(Jenway Marka 7315 Model) 750 nm’de absorbangederi okunmuytur. Gallik asit
kalibrasyon grisi Uzerinden $ekil 3.2.) toplam fenol (MgGAE / gKM) miktarlari

hesaplannstir.

3,5
y=4,3509x+ 2,1538
3 R2=0,999 @
2,5 -7/
e
o 2
o
[
@
a 1,5
<
1
0,5
0 T T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Gallik asit konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.2. Gallik asit konsantrasyon-absorbans kalibrasyiisie

3.2.9. DPPH uzerinden serbest radikal stipurtuci etki tayini

Ekstrelerin serbest radikal stpurtci etkileri 3&iki icerisinde DPPH’'In(1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) %50 sini suplrditi konsantrasyon olarak (B hesaplannstir
(Sanchez-Moreno ve ark. 1998). % 70 metanol igetesinhazirlanndi 6rnek ¢ozeltisi
(reaksiyon ortamindaki 6rnek konsantrasyonu Zxt@/ml) iizerine DPPH (2x13g/L)
cOzeltisi ilave edilerek vorteks de kagmilmis ve oda sicak#nda karanlikta 30 dakika
bekletilen ¢ozeltilerin 517nm de absorbangetteri okunmytur. 4,0x10° ve 2,0x1¢
g/L konsantrasyon arg@inda DPPH standardi kullanilarak hazirlanan katijoa
egrisinden Qekil 3.3) elde edilen sagidaki kalibrasyon denklemi ile reaksiyon

ortamindaki DPPH konsantrasyonu (mg/ml) hesaplgtinmi
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R? = 0,9995 /
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0 0,005 0,01 0,015
DPPH konsantrasyonu (mg/ml)

0,02 0,025

Sekil 3.3. DPPH konsantrasyon-absorbans kalibrasyiisie

As170m= 28,91(DPPH)- 0,011 (R= 0.9995)

30 dakika sonucunda reaksiyon ortaminda kalan
formul kullanilarak hesaplansgtir.

% DPPHaian= (DPPH)30/ (DPPH)=o X 100

Diilkdar ise aagidaki

SonuglarDPPH’In %50’sinin stpudraldiu (inhibe edildgi) konsantrasyon (Efg

pug/ml) cinsinden verilmtir.
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4. ANAL IZ VE BULGULAR

Her iki serbetciotu ¢gidine ait bilgsim kompozisyonu analiz sonuclari ve ayrica
Abbe refraktometresi ile 20°C’de okungnalan iki ¢ait serbetciotu bitkisinden ekstre
edilen ya&in refraktif indeksi, °Briks dgerleri Tablo 4.1'de verilnstir.

Tablo 4.1.E ve G kodluerbetciotu cgtleri analiz sonugclari

Analizler E kodlu S.otu Peleti G kodluS.otu Peleti
Ham Yaz(%) 31.0640.31 23.47+0.44

Ham Protein(%) 15.13+0.15 17.06+0.03

Nem (%) 11.58+0.02 10.72+0.25

Kl (%) 7.4940.04 9.79+0.03
Karbonhidrat + lif(%) 34.74 38.96

Refraktif indeks 1.381+0.001 1.365+0.002
Briks® 30+0.71 21+1.06

iki serbetciotu cgidine ayri ayri n-hekzan ve dietileter ¢oziicusidilee 6 saat
olarak farkli strelerde sokshlet ekstraksiyonu Uggonstir. Deney sonunda elde edilen

ekstraksiyon verimleri Tablo 4. 2 a ve b’de gorUkbeelir.

Tablo 4.2Farkl ekstraksiyon siresine géyerbetciotu ¢sitlerinin % ekstraksiyon verimleri

(a) Cozicd; % Ekstraksiyon (b) Cozicu; % Ekstraksiyon
n-hekzan verimi dietileter verimi
E4H 93,71+0,21 E4DEE 81,32+0,15
E6H 93,99+0,29 E6DEE 81,15+0,35
G4H 91,15+0,06 G4DEE 88,18+0,15
G6H 90,26+0,32 G6DEE 88,04+0,08

Tablo 4. 2’den goruldgil gibi ekstraksiyon zamani olarak belirlenen 4 aaétlik

uygulamalarin her ikserbetciotu ¢gidinde de 6énemli bir fark okiurmazken secilen
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cozlculere bgh ekstraksiyon verimlerinde onemli fark etugu belirlenmgtir (sekil
4.1).

95

80

Ekstraksiyon Verimi (%)

[ kodlu $.0tu G kodlu 5.0tu

Ekstraksiyon Siiresi (saat)

Sekil 4.1. Farkli ¢oziculerin farkli ekstraksiyon surelerirfgigbetciotu ekstraksiyon verimine

etkisi

Serbetciotu c¢gtlerine uygulanan sokshlet ekstraksiyonunda ensgkikortalama
ekstraksiyon verimi %93,99+0,29 olarak 6 saattezhala yapilan ¢calmada bulundu.

Serbetciotu cgtlerinde 4 ve 6 saat yapilan ekstraksiyonlardajicdler n-hekzan
ve dietil eter olarak ayri ayri uygulagchda, % y& verim deerleri Sekil 4.2 ve
4.3'deki gibi elde edilmitir. Buna goreserbetciotu ¢cgdi ve ¢dzucindn, yaverimi

Uzerinde 6nemli dlcide etkisi olgu tespit edilmitir.
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Gozucii gegitdi

Sekil 4.3 Farkh ¢ozucllerle 6saat ekstre edifenbetciotu % ya verimleri

Serbetciotu c¢gtlerine uygulanan ekstraksiyonda en yiksek yarimi E kodlu

serbetciotu peletlerinde 6 saatte dietil eterle faprcalsmalarda %31,06+0,31 olarak

bulunmutur.
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Serbetciotu peletleri, serbest ve ghafenoliklerin alinmasi amaciyla, %70’lik
metanol ve 1.2M HCl iceren %50’lik metanol ve essetat ile ekstre edilgtir.
Elde edilenSerbetciotu cgtlerine ait ekstrelerin Folin-Ciocalteu metodu i&yin

edilmis toplam fenolik madde miktarlari Tablo 4.3’ de Vmiistir.

Tablo 4.3Serbetciotu cgtlerine ait toplam fenol miktarlari (mg GAE/g ekes}

Serbest fenolik icerik

Esterlesmis fenolik

Toplam Fenol icerigi

icerik
E kodlu S.otu Peleti 112,76 + 6,02 75,85+ 1,45 188,61
G kodlu S.otu Peleti 134,01 £ 5,59 101,01 + 3,96 235,03

Ekstraksiyon glemleri sonucunda kuru drog Uzerinden hesaplanaitraisiyon
verimi ve toplam fenol miktarlari agisindan G kodkrbetgiotu ekstresinin gierine
gore daha yuksek miktarda fenolik Bige sahip oldgu belirlenmgtir. Her iki ¢esitte
de serbest fenoliklerin baskin ofglugoriulmektedir.

Ekstrelerin serbest radikal stupurtci etkileri dtabi serbest radikal olan DPPH
uzerinde test edildi. Serbest radikal supurict etknucglari 30 dakika icgerisinde
DPPH’In %50 sini sUpurdiil konsantrasyon olarak (£ hesaplandi.

Dustik EGs dezeri yuksek antioksidan etkiyi gostermektedir. Bligaada test
edilen serbetciotu ekstrelerinin DPPH (ug/ml) Gzerindersdpanan E§y dezerleri
Tablo 4.4’de gorulmektedir.

Buna gbre EG deseri daha diilk olan G kodluserbetciotun inhibisyon

direncinin ve antioksidan kapasitesinin daha fahtagu belirlendi.

Tablo 4.4.Serbetciotu metanolik ekstrelerinin DPPH Uzerinderdplanan E£g degerleri

EC50 inhibisyon
(Hg/mli) (%)
E kodlu S.otu Peleti 39,93+ 0,9 56,37+ 0,9
G kodlu S.otu Peleti 33,07+ 4,57 70.23% 4,45

Toplam fenol miktari yuksek olan ekstrelerde ardidkn aktivite de yuksek

olarak bulunmgtur.
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Literatiirde yer alan ¢camalarserbetciotunun gittlmesi ve peletize edilmesinin
onun polifenolik madde icetini 6nemli dizeyde etkilemegli ancak ceide basli

onemli farklar yaratgiini ifade etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

2010 yihinda harmanlanggerbetciotundan elde edilen ekstrelerde antioksidan
aktiviteye, farkli miktarlarda fenolik bifen bulunmasi ve bu bienlerin kimyasal
yapisi veserbetciotunda bulunma oranlarinin etkisi @gdulistintlmektedir.(Silva ve
ark., 2000; Shahidi ve ark., 2003; Jelinek ve &81,0).

Yapms oldugumuz calgma da en yiksek antioksidan aktivitegele ve toplam
fenolik bilesen miktari G kodluserbetciotunda elde edilgtir. Bitkilerin antioksidan
aktivitesi ve toplam fenolik madde lzerine yapgiralan bir¢ok literatir cayjmasinda
da belirletildgi gibi argtirma sonucunda da antioksidan aktivitega@oolarak bulunan
fenolik icerikle paralellik gosterrgiir (Shahidi ve ark., 1995; Silva ve ark.,2000;dvz,
2007; Ceslov ve ark. , 2009; Akr010).

Serbetciotu numunelerinin iki g¢glinde de elde edilen nem, kil ve protein
degerleri literattire uygun bulunngtur (Pomeranz 1987; Ogu ve ark. 1995, Canlma
ark. 2001, Heyerick 2009). Yapilan ekstraksiyonssnucunda elde edilen ga
miktarlari literatirde serbetciotu benzeri bitkilerin icagiindeki ya miktarlarina
paralellik gosternstir (Demirci ve ark. 1993, Turker ve ark. 2001).

Analizi yapilanserbetciotu cgtlerinden E kodlu numunenin, G kodlu numuneye
gore daha fazla nem icegdisaptanmygtir. Nem miktarinin az olmasi; verim, kalite ve
dayaniklihk agisindan avantajgsamaktadir. Yiksek nem icgrioksidatif zarar riskini
artiracgindan daha fazla antioksidan igmne sahip G kodu verilegerbetciotu, E
kodlu numuneye goére nem iggracisindan tercih edilebilir 6zellik ganaktadir.

Dietil eter ¢ozucusu farkli ekstraksiyon sureledrahhi her ikiserbetciotu ¢gdi
icin daha fazla %y@averimini arttirmsgtir. Ekstraksiyon verimini arttirmak icin ¢oztcu
olarak hekzan secilmesi geredtianlasiimistir. Nem miktari az olanserbetciotu
¢esidinin (G kodlu) ayni keullarda ekstrasyon veriminin fazla olglu bulunmuytur.
Nem miktari nispeten fazla olagerbetciotu ¢gdinin (E kodlu) ayni keullarda ya&

veriminin fazla oldgu belirlenmitir.
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