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OZET

BAZI TiCARI BESLENME TAKVIiYESIi URUNLERININ ANTIOKSIiDAN
KAPASITELERININ SPEKTROFOTOMETRIK VE KROMATOGRAFIK
YONTEMLERLE BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Ash DEMIR

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Kevser SOZGEN BASKAN

Beslenme takviyesi olarak adlandirilan ticari bitkisel iiriinler tablet ya da kapsiil formunda ve
degisik markalar ad1 altinda piyasada satilmaktadir. Bunlar tibbi ilag degildir, saglikli yagami
desteklemek ve diyet ile yeterince alinamadigi durumlarda bazi besin 6gelerini karsilamak
amactyla c¢okca kullanilmaktadir. Bu durum da bu tiir riinlerin giivenilir olup olmadigi
sorusunu giindeme getirmektedir. Bu nedenle calismanin amaci, bu tiir bitkisel {iriinlerin
hazirlanmasinda kullanilan ham bitkilerde ve aymi zamanda beslenme takviyesine
doniistiiriilen formlarda kullanilabilecek standart analitik yontemler Onermektir. Bu amag
dogrultusunda, antioksidan 6zellikleriyle bilinen polifenol tiirii bilesenler iceren ve tablet ya
da kapsiil halinde piyasada satilan iiriinlerden 6giitiilmiis tizim ¢ekirdegi, biberiye, kudret nar1
ve ginkgo biloba ile calisildi. Bu iiriinlerin toplam antioksidan kapasite (TAK) degerleri ve
icerdikleri Onemli biyoaktif bilesenler belirlendi. Her bir iiriin i¢cin uygun ekstraksiyon
¢oziiclisii belirlendikten sonra hazirlanan ekstraktlara spektrofotometrik yontemler uygulandi.
Bu dirlinlerin toplam polifenol igerikleri, Folin-Ciocalteu yontemiyle; toplam flavonoid
icerikleri AICls/NaNO; yontemiyle; toplam antioksidan kapasiteleri, CUPRAC (bakir(Il)
iyonu indirgeyici antioksidan kapasite) ve ABTS (2,2’-azino-bis-3-ethilbenzotiyazolin-6-
siilfonik asid)/TEAK (troloks esdegeri antioksidan kapasite) yoOntemleriyle belirlendi.
Antioksidan kapasiteye katki saglayan bilesenler ve miktarlarinin belirlenmesinde HPLC
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(Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi) yontemi kullanild1 ve herbir iirlin i¢in ayr1 analiz
yontemleri olusturuldu.

Calisilan beslenme takviyesi {iiriinlerinin gallik asit (GA) esdegeri toplam fenolik madde
icerikleri (TFI) (mmol GA/g); iiziim ¢ekirdegi igin 1,71+0,47, biberiye icin 0,55+0,13, kudret
nar1 i¢in 0,24+0,03 ve ginkgo biloba i¢in 0,404+0,16 olarak belirlendi. Katesin (KAT)
esdegeri (mmol KAT/g) olarak belirlenen toplam flavonoid igerikleri (TFdI); biberiye icin
0,13+0,01, kudret nar1 i¢in 0,010,001, ginkgo biloba i¢in 0,03+0,005°dir. Cokme meydana
geldigi i¢cin bu yontem iiziim ¢ekirdegi ekstraktina uygulanamadi. Aym iiriinlerin CUPRAC
ve ABTS yontemleriyle belirlenmis olan troloks (TR) esdegeri (mmol TR/g) toplam
antioksidan kapasite (TAK) degerleri sirasiyla; iiziim ¢ekirdegi i¢in 0,91+0,07 ve 0,72+0,17,
biberiye i¢in 0,79+0,05 ve 0,41+0,09, kudret nar1 i¢in 0,08+0,006 ve 0,11+0,05, ginkgo biloba
i¢in 0,12+0,01 ve 0,14+0,02°dir. Bu bulgular HPLC verileri ile karsilastirild1 ve antioksidan
kapasitesine katkida bulunan bilesenler belirlendi. Calisilan beslenme takviyesi iiriinlerinin
HPLC ile edilen kapasite degerleri; CUPRAC yontemi ile elde edilen kapasite degerlerinin
tizim cekirdegi asitli ve asitsiz ekstraktlarinda % 46-57; iiziim c¢ekirdegi asitli ve asitsiz
ekstraktlariin hidrolizatlarinda % 43-56; biberiye ekstrakt ve hidrolizatinda % 39-22; kudret
nar1 ekstrakt ve hidrolizatinda % 38-43; ginkgo biloba ekstrakt ve hidrolizatinda % 33-40’lik
kismini belirlemektedir.

HPLC analizleri ile fenolik bilesenler bakimindan tiziim ¢ekirdegi (katesin, epikatesin, gallik
asit, flavon, procyanidin B2, resveratrol ve siyaniir), biberiye (kafeik asit, rutin, karnosol ve
karnosik asit), kudret nar1 (kafeik asit, rutin, kuersetin ve klorojenik asit) ve ginkgo biloba
(apigenin, luteolin, kaempferol, rutin ve kuersetin) {irlinleri incelenmistir.

Kasim 2018, 85 sayfa.

Anahtar kelimeler: Beslenme takviyesi, tiziim ¢ekirdegi, biberiye, kudret nar1, ginkgo biloba
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SUMMARY

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT CAPACITIES OF SOME
COMMERCIAL DIETARY SUPPLEMENTS BY
SPECTROPHOTOMETRIC AND CHROMATOGRAPHIC METHODS

M.Sc. THESIS

Ash DEMIR

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Chemistry

Supervisor : Prof. Dr. Kevser SOZGEN BASKAN

Commercial herbal products, called dietary supplements, are sold in tablet or capsule form
under the name of different brands on the market. These are not medical medicines, they are
used extensively in order to support healthy life and to compensate for some nutritional
elements not taken enough by diet. This reminds the importance of the question of whether
such products are reliable or not. For this reason, the aim of the study is to suggest standard
analytical methods that can be used in the row plants used for the preparation of such herbal
products, as well as in forms transformed into nutritional supplements. For this purpose, we
examined tablet and capsule forms of ground-grape seeds, rosemary, bitter melon and ginkgo
biloba on the market which contain polyphenol-type components known with their
antioxidant properties. Total antioxidant capacity (TAC) values and important bioactive
components of these compounds were determined. Spectrophotometric methods were applied
to extracts prepared after the appropriate extraction solvent was identified for each product.
Total polyphenol contents of these products were determined by Folin-Ciocalteu method;
total flavonoid contents were determined by AICIs/NaNO, method; total antioxidant
capacities were determined by CUPRAC (copper (1) ion reducing antioxidant capacity) and
ABTS (2,2'-azino-bis-6-sulfonic acid)/TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity). To
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detect the components that support the antioxidant capacity and determine the amounts,
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) method was used and analysis methods
were developed individually for each product.

Gallic acid (GA) equivalent total phenolic contents (TPC) (mmol GA/g) of nutritional
supplement products examined were measured; 1.71 = 0.47 for grape seed, 0,55 + 0,13 for
rosemary, 0,24 + 0,03 for bitter melon and 0,40 £+ 0,16 for ginkgo biloba. Total flavonoid
contents (TFC) determined as catechin (CAT) equivalent (mmol CAT/g); 0,13 £ 0,01 for
rosemary, 0,01 + 0,001 for bitter melon and 0,03 + 0,005 for ginkgo biloba. This method
could not be applied to grape seed's extract due to sediment formation. Total antioxidant
capacity (TAC) values of the same products as trolox (TR) equivalent (mmol TR/g)
determined by CUPRAC and ABTS methods respectively; 0,90 + 0,07 and 0,72 + 0,17 for
grape seed, 0,79 + 0,05 and 0,41 &+ 0,09 for rosemary, 0,08 + 0,006 and 0,11 £ 0,05 for bitter
melon, 0,12 + 0.01 and 0,14 £ 0.02 for ginkgo biloba. These findings were compared with
HPLC data and components contributing to the antioxidant capacity were identified. The
theoretically calculated-with the aid of HPLC-capacity values of the commercial herbal
products compensated for the experimentally found CUPRAC capacities at the following
percentages: acidic and acid-free grape seed extracts 46-57%, acidic and acid-free grape seed
extract hydrolyzates 43-56%, rosemary extract and hydrolyzate 39-22%, bitter melon extract
and hydrolyzate 38-43%, and ginkgo biloba extract and hydrolyzate 33-40%. It was thought
that unestimated species in the chromatograms were responsible for this case.

Phenolic components determined in HPLC analyzes; catechin, epicatechin, gallic acid, flavon,
procyanidin B2, resveratrol and cyanide in grape seed; cafeic acid, rutin, carnosol and
carnosic acid in rosemary; caffeic acid, rutin, quercetin and chlorogenic acid in bitter melon;
apigenin, luteolin, kaempferol, rutin and quercetin in ginkgo biloba.

November 2018, 85 pages.

Keywords: Dietary supplements, grape seed, rosemary, bitter melon, ginkgo biloba
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1. GIRIS

Kaliteli bir yasam siirdiirebilmemiz i¢in aldigimiz gidalarin besin kalitesinin yiiksek olmasi
sarttir. Gegtigimiz yiizyilda, gida sektoriinde beslenme ve gida konusunda gelistirilen bazi
yanlig goriislerin sonucu olarak goriiniim agisindan ¢ekiciligi yiiksek ama besin degeri diisitk
triinler ortaya cikmistir. Tikettigimiz hazir gidalar, endiistriyel islemden gegirilen yani
fiziksel ve kimyasal doniisiimlere maruz birakilan gidalardir ve islem geregi bazi 6nemli
Ozelliklerini (O6rnegin; rafine seker, kepeksiz un, yagi alinmig siit, margarin, vb.)
yitirmektedirler. Hazir ve islenmis gidalarin tiiketimi pratik olmasi sebebiyle giderek
yayginlagsmaktadir. Bunun sonucu olarak toplumda yanlis beslenme aligkanliklar1 gelismekte

ve eksik beslenmenin getirdigi saglik sorunlar1 karsimiza ¢ikmaktadir.

Yasamin saglikli olarak devam ettirilebilmesi i¢in gerekli enerji, yedigimiz besinlerden
saglanmaktadir. Viicudun ihtiyaci olan temel maddeler (vitaminler, proteinler, karbohidratlar,
mineraller, yaglar vb.) yeterli ve dengeli beslenme ile karsilanabilmektedir. Aksi bir durum
bagisiklik sisteminin giderek zayiflamasina neden olur. Dogal kosullarda yetismis meyve ve
sebzelerle beslenenler saglikli yasam i¢in gerekli besin maddelerini karsilayabilirler. Ancak
son zamanlarda tiretimde kullanilan yontemler ve cevresel kosullar nedeniyle tlikettigimiz
gidalarin kalitesi giderek diistiiglinden, hazir ve islenmis gidalara olan ilgi giderek arttigindan
saglikli yasami siirdiirebilmek igin gerekli besin elemanlarini igeren beslenme takviyesi
tirtinlerine ihtiya¢ duyulmaya baslanmistir. Beslenme takviyesi olarak adlandirilan ve farkli
ticari markalar ad1 altinda satilan bu {iriinler; vitamin ve mineraller, bitkisel ekstraktlar, amino
asitler, doku ekstraktlar1 vb. iiriinleri kapsamaktadir. Bu iiriinlerin bitkisel kaynakli olanlari
kurutulmus kok ve yapraklar, sivi ekstraktlar, kapsiil, tablet ve toz halinde satilmaktadir.
Beslenme takviyeleri saglikli beslenme i¢in olduk¢a faydali olmakla beraber ancak ¢ok yonlii
bir beslenmeyle birlikte alindiklarinda sagligimiz i¢in maksimum verim saglarlar, tek basina

yeterli degildirler.

Amerikan Gida ve Ilag idaresi (US Food and Drug Administration, FDA) beslenme takviyesi
tirtinlerinin saglikli beslenme i¢in yardimei oldugunu belirtmektedir. Bu iiriinlerin kullanimi
amaci, yetersiz ve dengesiz beslenme sonucu meydana gelebilecek eksiklikleri gidermek,

hastaliklar1 6nlemek, yasam kalitesini arttirmaktir. Bu nedenle kullanilacak iiriiniin igeriginin



gercek ve standart oldugundan emin olmak Onemlidir. Dogal iirlinlere olan ilgi ve ihtiyag
artttkca {retici sayist da hizla artmaktadir. Bitkisel iirlinlerin ¢ogunun kontrolii
yapilmadigindan ve satis1 serbest oldugundan, yeterli 6zen gdosterilmeden satisa sunulan
tiriinlerde icerik ve kalite agisindan sorunlara rastlanmaktadir. Bazen iiriiniin i¢inde yer almasi
gereken aktif bilesenler yetersiz ¢ikmakta bazen ise etiket bilgisinde yer alan bitkiden

tamamen farkl1 bitkiler ¢ikabilmektedir.

Bazi iilkeler, beslenme takviyelerini “gida” olarak tanimlarken digerleri “ila¢” ya da “dogal
saglik trlinleri” olarak tanimlamaktadir. Avrupa’da bitkisel takviyeler, genellikle regetesiz
satilan ila¢ olarak hazirlanmaktadir. Bunlar kalite ve dogru kullanimdan emin olmak igin
lisansli eczacilar veya profesyonel saglik uzmanlari tarafindan hazirlanmaktadir. Alman
hiikiimeti tarafindan kalite standartlarini ve etki giiclinii tanimlamak icin 350 bitkisel ilacin
monografi hazirlanmistir. Fransa resmi olarak 200’den fazla tibbi bitkiyi kabiil etmis ve
sartnamelerle bunlarin kontrollii satisini saglamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ise
1994°de yaymlanan Beslenme Takviyesi Saghk ve Egitim Kanunu’na (DSHEA; Dietary
Supplement Health and Education Act) gore bitkisel iriinler beslenme takviyesi olarak

siniflandirilmaktadir [1].

Ulkemizde de Tarim Bakanligi’ndan aldiklari izinle “gida takviyesi” ad1 altinda iiretim yapan

firmalar bulunmaktadir. Baz1 {irlinler de yine izinle yurt disindan ithal edilip pazarlanmaktadir

[2].

Tez ¢aligmasinin amaci, ¢esitli nedenlerle yaygin kullanimi olan ve insan sagligini1 yakindan
ilgilendiren bu tiriinlerin orijinalligini belirlemek i¢in standart analitik yontemler 6nermektir.
Ayrica, bunlarin igerdikleri biyoaktif bilesenlerin, dolayisiyla da kisinin ihtiyacina gore
kullanilacak etkin dozun belirlenmesi amaciyla yararlanilabilecek kromatografik yontemler
gelistirmek ve uygulamaktir. Calisma kapsaminda, bitkisel beslenme takviyesi liriinlerinden,
tablet halinde satilan ve antioksidan 6zellikleriyle one ¢ikan fenolik bilesikler igeren, iiziim
cekirdegi, biberiye, kudret nar1 ve ginkgo bilabo firiinleri incelendi. Bu iriinlerin toplam
antioksidan kapasiteleri (TAK), Analitik Kimya Anabilim Dali laboratuvarinda gelistirilen
CUPRAC (bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi ve literatiirde yaygin
olarak kullanilan ABTS/Persiilfat yontemi ile belirlenerek sonuglar karsilastirildi. Bitkisel
tablet 6rneklerinin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid igerikleri, bu amagla kullanilan

Folin Ciocalteu ve Aliiminyum Kloriir/Sodyum Nitrit (AICl/NaNO;) yontemleri ile



belirlendi. Uriinlerin icerdigi baslica fenolik bilesikler ise HPLC (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi) yontemi ile belirlendi ve bulgular literatiir verileriyle karsilastirildi. Ayrica
HPLC yontemi ile belirlenen antioksidan bilesenlerin derisimlerinin troloks esdegeri
antioksidan kapasite (TEAC) katsayilari (bir antioksidanin TEAC katsayisi, o antioksidanin 1
mM'lik ¢6zeltisinin indirgeme giicti bakimindan esdeger oldugu troloks ¢6zeltisinin mM
derisimidir) ile ¢arpilmasi ile elde edilen toplam antioksidan kapasite, CUPRAC ve
ABTS/persiilfat yontemleri ile elde edilen toplam antioksidan kapasite degerleri ile

karsilastirildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. OKSIDATIF STRES VE ANTiOKSIDANLAR

Antioksidan terimi, Halliwell ve dig. [3] tarafindan s6yle agiklanmaktadir; yiikseltgenebilecek
maddeye nazaran daha diisiik derisimde bulundugunda, bu yiikseltgenebilecek maddenin
oksidasyonunu onemli derecede geciktiren ya da engelleyen maddelerdir. Metabolik
tepkimeler sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) gibi yapilar
prooksidan olarak adlandirilmakta, lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde yol agtiklar
oksidatif hasar nedeniyle ¢esitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara zemin
hazirlamaktadirlar. Hiicrelere zarar veren prooksidanlarin antioksidanlar tarafindan
azaltilmast ya da tamamen yok edilmesi zararli etkileri minimize etmekte hatta ortadan
kaldirmaktadir. Bu durum saglikli bir yasam igin antioksidan bilesiklerin ve enzimlerin

Onemini ortaya koymaktadir [4,5].

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan dretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
aliabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar; esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri),
polifenolik bilesikler ve karotenoidlerdir. Cogu arastirmada meyve ve sebze tiiketimi ile
belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iliski oldugu

saptanmugstir [6].
2.2. TOPLAM ANTIiOKSIDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERI

Antioksidan kapasiteyi 6l¢mek icin bugiine kadar ¢cok sayida yontem gelistirilmistir. Toplam
antioksidan kapasitenin Olciilmesini saglayan yontemler, elektron transferine (ET) dayanan
yontemler ve hidrojen atom transfer (HAT) tepkimelerine dayanan yontemler ve olmak {izere
ikiye ayrilabilir. HAT temelli yontemlerin bir¢ogu azo-bilesiklerin bozulmasi ile olusan
peroksil radikalleri i¢in antioksidan ve substratin rekabetine dayanan yarigmali kinetik
reaksiyonlar1 kullanmaktadir. ET temelli yontemler ise antioksidanin oksidani indirgeme
yetenegini renk degisimi ile 6lgmektedir. Renk degisiminin derecesi orneklerin antioksidan

derigimi ile iligkilidir [7]. Calismamizda TAK 6l¢iimii i¢in yaygin kullanimi olan



yontemlerden iki tanesi, CUPRAC ve ABTS/TEAC yontemleri kullanildigindan sadece bu

yontemler ile ilgili bilgiler verildi.

2.2.1. CUPRAC (Cu(II) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

Apak ve dig.’nin [8] gelistirdigi bu yontemde TAK hesabi, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neokuproin-Nc)’in Cu(ll) ile olusturdugu bakir(II)-neokuproin kompleksinin [Cu(ll)-Nc]
antioksidan bilesik tarafindan indirgenmesi sonucu olusan bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc]
kelatinin 450 nm’ de absorpsiyonunun (Sekil 2.1) olgiimiine dayanmaktadir. Bu nedenle
yontem, CUPRAC vyani ‘bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi’ olarak

adlandirilmistir.
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Sekil 2.1: (A) [Cu(I)-Nc], (B) [Cu(l)-Nc] komplekslerinin spektrumlari.

Yontem; sulu Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi ilizerine alkolde hazirlanmis NC c¢ozeltisi ve sulu
amonyum asetat (pH 7 tamponu) ¢ozeltilerinin ilave edilmesinden sonra karistirilmasi ve
antioksidan bilesik ya da bilesikler igeren ¢ozeltisinin ilave edilmesini takip eden 30 dakika
sonunda, igerisinde antioksidan bulunmayan referans ¢ozeltisine karsi, 450 nm’de absorbansin
Olgiilmesine dayanmaktadir. Bu uygulama normal CUPRAC yontemi (CUPRACHK) olarak
adlandirilmaktadir. Askorbik asit, gallik asit ve kuersetin gibi bilesikler i¢in renk olusumu
hizli olurken naringin, naringenin gibi yavags tepkime veren antioksidan bilesikler igin 50 °C’
de 20 dakika inkiibasyon islemi uygulanmaktadir ki bu da inkiibasyonlu CUPRAC yo6ntemi
(CUPRAC)) olarak adlandirilmaktadir.

NCu(Nc)2?* + Ar(OH), & nCu(Nc)2* + Ar(=O), + nH* (2.1)



Yontem, hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara uygulanabildiginden son zamanlarda

TAK o6l¢limlerinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.

2.2.2. ABTS/TEAK (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite) Yontemi

Troloks (TR) esdegeri antioksidan kapasite olarak ifade edilen ABTS/TEAK yontemi, ilk
olarak Miller ve arkadaslar1 [9, 10] tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem; 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) bilesigi ile hazirlanan kromojen ABTS-* radikal
katyonunun absorbansinin, antioksidanlar tarafindan inhibisyonunu temel alir. Antioksidanlar
varliginda ABTS-* radikal katyonunun (Sekil 2.2) absorbansinda belirli bir siire i¢indeki
azalma Olciiliir ve bu farka dayali olarak TAK degeri TR esdegeri olarak hesaplanir.
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Sekil 2.3: ABTS radikal katyonunun (ABTS™) absorbsiyon spektrumu.

Re ve dig. [11] tarafindan modifiye edilmis ve gelistirilmis TEAK ydnteminde potasyum

persiilfatla ABTS’in oksidasyonu sonucu iiretilen ABTS:" radikal katyonlar1 kullanilir.



ABTS™ radikal katyonunun spektrumu Sekil 2.3’te gériilmektedir. Uretilen bu bu radikaller
oda sicakliginda, karanlikta bekledigi zaman 2 giin kararlidir. Gelistirilen bu yontem, hem

lipofilik hem de hidrofilik sistemlerde kullanilabilmektedir.
2.3. TOPLAM FENOLIK MADDE iCERIiGi TAYIN YONTEMi

Toplam fenolik madde igerigini tayin etmek i¢in Folin Ciocalteu yontemi kullanilmaktadir.
Singleton ve arkadaslar1 [12,13] tarafindan gelistirilen yontemin temeli, fenolik bilesiklerin
Folin Ciocalteu ayiract (FCR) (fosfomolibdik fosfotungstik asit) ile sadece bazik ortamda
tepkime vermesine dayanmaktadir. FCR kullanilan bu yontem, ger¢ekte drnegin indirgeme
kapasitesini tayin etmektedir. Ciinkii bu ayira¢ sadece fenolik bilesenlere 6zgii olmayip,
fenolik yapida olmayan ve indirgen 6zellik gosteren c¢ok sayida bileseni de yiikseltgeme

yetenegine sahiptir.
2.4. TOPLAM FLAVONOID iCERIiGi TAYIN YONTEMi

Jia Zhishen ve digerleri [14] tarafindan rapor edilen AICI/NaNO: yonteminde toplam
flavonoid icerigi (TFdi), AICI3 ve NaNO> ayiraglar1 kullanilarak, alkali ortamda pembe renkli

flavonoid-aliiminyum kompleksinin meydana gelmesiyle belirlenmistir.
2.5. BESLENME TAKVIYELERI

Beslenme takviyeleri (dietary supplements), bitkisel ya da hayvansal {irinler kullanilarak
hazirlanmis formiilasyonlardir. Beslenmeyi desteklemek amaciyla hazirlanan, vitaminler,
mineraller, bitkiler ve bitkisel {iriinler, amino asitler vb. igeren, agizdan tablet, kapsiil, toz
veya sivi seklinde alinan ve etiketinde “besin takviyesi” ibaresi bulunan {irtinler bu kapsamda
yer alirlar. Bu tiir iriinler piyasaya ¢iktiginda, iilkelerin resmi ilag otoritesi kurumlari ilag
tanimi iginde yer vermek istemediklerinden, hukuki bir karmasaya neden olmustur. Bu
rtinler pazarda yiiksek talep gordiigii igin de bu soruna ¢oziim getirmek amaciyla 1994
yilinda, Amerikan Senatosu tarafindan “Besin Takviyesi Saglik ve Egitim Yasas1” (Dietary
Supplement Health and Education Act; DSHEA) kabul edilmis ve yiiriirlige konmustur. Bu
yasaya gore; her ne sekilde olursa olsun, etikette {iriiniin alisilagelmis bir {iriin olmadig1 ve
biitiinleyici maddeler icerdiginin yazilmasi zorunlulugu vardir. DSHEA’ya gore bu firiinler

“g1da” kapsaminda 6zel bir kategoride degerlendirilirler ve “ila¢” kabul edilmezler [15].



Son yillarda hastaliklardan korunmak, etkisini hafifletmek ya da tedavi amaciyla cesitli
bitkilerin ve/veya bitkisel tibbi iirtinlerin kullanimi tiim toplumlarda giderek artmaktadir. Her
ne kadar geleneksel fitoterapi terimi ¢ogu bati toplumunda uzun yillar boyunca “herbalizm”
ve “alternatif tip” anlaminda kullanilmissa da modern fitoterapi, bitkisel kaynaklardan elde
edilen ekstraktlarin ila¢ ve saglik ajani olarak kullanilmasidir [16]. Bitkisel ilaglarin ve
bitkisel iiriinlerin kimyasal igeriklerinin insanlar iizerinde toksik etkileri de olabilir. Insanlar
cogu kez bitkisel ilaglar regete edilmis ilaglarla birlikte kullanmaktadirlar. Bu nedenle de
bitki-ilag etkilesmelerinin goriilmesi olasidir. Beslenme takviyesi olarak taninan genis bir
tirtin yelpazesinin pazar degeri daha 2000’li yillarin baslarinda, biitiin diinyada 50,6 milyar
dolarlik bir rakama ulasmistir. Ulkeler agisindan bakildiginda besin destekleri piyasasinda en
biiyiik pazar payr 16,3 milyar dolar ile Kuzey Amerika {ilkelerinindir (% 37). Daha sonra 15
milyar dolar ile Avrupa tlkeleri (% 33) ve 7,2 milyar dolar ile Japonya (% 18) gelmektedir
[17].

Bitkilerden tedavi edici veya tedaviye yardimei {iriin hazirlanmasinda dikkat edilmesi gereken

konular kisaca soyle 6zetlenebilir [16]:
Tiir farki: Bir cinsin altinda yer alan tiim tiirler ayn1 kimyasal yapiy1 géstermeyebilirler.

Yetisme kosullari: Bitkilerin yetistikleri cografi bolgedeki iklim durumu, yagis miktari,

toprak yapisi ve bitkilerin toplanma zamani gibi unsurlar kimyasal yapilari iizerinde etkilidir.
Uretim yontemi: Bir bitkisel iiriin hazirlanirken en uygun iiretim yontemi segilmelidir.

Saklama kosullari: Ornegin nemli ortamda birakilan kokulu yonca (Melilotus officinalis L.)
bitkisinin igerisindeki kumarinler, kolaylikla toksik bir bilesik olan dikumarol bilesigine

doniistirler.

Isim ve bitki kansikhklari: Tek baslarma etkili olmayan bazi bilesiklerin de bir bitki
ekstrakt1 icerisinde diger bilesiklerle birlikte bulunduklar1 zaman, birbirlerine katki yaparak
(sinerjik etki gostererek) tibbi bir etkinin ortaya ¢ikmasini sagladiklari da bilinen bir gergektir
[18]. Biitiin bu noktalar goz oOniine alindiginda, tibbi bitkilerden hazirlanan iiriinler igin,
“bitkisel ise zararsizdir” demek de “bitkisel ise yararsizdir” demek de yanlistir. Cogu zaman
besin takviyeleri ile karistirilan nutrasotik denilen iiriinler de vardir. Nutrasdtikler, gidalardan

izole edilerek saflastirilan 6nemli biyoaktif bilesiklerin derisiklendirilmesiyle hazirlanmis



tablet, toz veya sivi formlardir. Nutrasotik, nutrition (beslenme) ve pharmaceutical
(farmasotik, eczacilifa ait) kelimelerinin birlestirilmesiyle olusturulmus bir kavramdir.
Dolayisiyla bu iiriinler, bir gidada bulunan ve biyolojik olarak etkili oldugu kabul edilen bir
bileseni, gida olmayan bir tasiyict igerisinde ve gidada bulundugundan c¢ok daha yiiksek
miktarlarda tasiyan; bu 6zellikleri nedeniyle profilaktik olarak veya tedaviyi desteklemek i¢in
kullanilan iirtinlerdir. Domatesin etkili bileseni olan likopen, iiziim ¢ekirdegindeki resveratrol,
yesil ¢ayin etkili bileseni epigallokatesin gallat (EGCG) ve soya fasulyesinden elde edilen
izoflavonlar nutrasotik olarak kabul edilirler [19, 20]. Yapilan bazi arastirmalar sonucunda,
fenolik tablet aliminin, giiglii antioksidan etkisi nedeniyle, kanser, kalp-damar hastaliklari,

diyabet veya ateroskleroz gibi farkli hastaliklarin riskini azalttigi saptanmustir [21, 22].
2.6. CALISILAN BESLENME TAKVIYESI URUNLERI

Bu kapsamda yer alan ¢ok fazla sayida 6rnek bulunmaktadir. Biz ¢alismamizda en ¢ok ve
farkli amaclar i¢in kullanilan dort bitkisel {iriinii tercih ettik. Bunlar, kapsiil veya tablet

halinde satilan, tiziim ¢ekirdegi ekstresi, biberiye, kudret nar1 ve ginkgo biloba’dir (Sekil 2.4).

,,,,,,
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Sekil 2.4: Calisilan beslenme takviyesi tiriinleri 6rnekleri.

- 2

2.6.1. Uziim Cekirdegi

Uziim cekirdegi ekstrakti, viicudu erken yaslanmadan ve hastaliklardan koruyan giiglii bir
antioksidan olarak bilinir. Uziim ¢ekirdegindeki polifenollerin farmakolojik &zellikleri,
serbest radikalleri siiplirme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Cok sayida ¢alismada {iziim
cekirdegi polifenollerinin kanser riskini azalttifi ve LDL yiikselmesini engelleyerek kalp

rahatsizlig1 riskini de azalttig1 rapor edilmistir [23].
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Uziim ¢ekirdegi (Sekil 2.5), kabuguna kiyasla ¢ok daha fazla oranda monomerik, oligomerik
ve polimerik flavanollar igermektedir. Flavanol miktar1 {iziimiin yetistirildigi bélgeye ve
iklime gore degismektedir. Yapilan ¢alismalar tiziim flavanollerinin, 6zellikle de resveratroliin
giiclii bir kalp koruyucusu oldugunu ortaya koymustur [24, 25]. Uziim cekirdeginde bulunan
resveratroliin trombosit agregasyonunu inhibe ederek pihtilasmayr engelledigi, diistik
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu azalttigit ve buna baglh hiicre Oliimiini
engelledigi belirtilmistir [24-26]. Kirmizi/siyah iiziimiin kabugu ve ¢ekirdegindeki fenolik
bilesenler beyaza gore daha fazladir [39, 41]. Kirmiz1 iiziim kabugu ve c¢ekirdeginde

bulunabilen polifenolik bilesenler Tablo 2.1’ de goriilmektedir.

Sekil 2.5: Siyah liziim ve ¢ekirdekleri.

Tablo 2.1: Kirmizi {iziim kabugu ve ¢ekirdeginin polifenolik bilesenleri [24, 27].

Cekirdek Kabuk

Coziinebilir Polifenoller
(9/kg kuru madde) (9/kg kuru madde)

Fenolik asitler % 26,2 % 13,4
Hidroksisinnamik asitler % 4,2 % 4,8
Flavon-3-ler % 40,3 % 17,8
Flavonoller % 6,7 % 11,8
Antosiyaninler % 22,7 % 52,2

Resveratrol (3,4°,5-trihidroksistilben), giiclii antifungal, antiviral, antiinflamatuar, antioksidan

ve antibakteriyel etkileriyle beraber iyi bir kalp-damar sistemi koruyucusudur [25, 28, 29].



11

Ayrica meme, prostat ve noroblastom tiirii kanserlerin tedavisinde tedavinin etkinligini
artirdigi, antioksidan ve antiproliferatif etkilerinden oOtiirii yasa bagli goézdeki makular

dejenerasyonun dnlenmesinde de etkili oldugu rapor edilmektedir [25, 28, 30].

OH
e oY

OH

Sekil 2.6: Resveratrol(trans-3,5,4’-trihidroksistilben)’{in kimyasal yapisi.

2.6.2. Biberiye

Ballibabagiller (Laminacae veya Labiatae) familyasindan olan biberiye (Rosmarinus
officinalis L.) tibbi ve aromatik bitki tiirlerinden biridir. Cali goriiniimiinde, kisin yapragini
dokmeyen cok yillik bir bitki olan biberiyenin yapraklari koyu yesil, cigekleri soluk mavi
renklidir (Sekil 2.7). Eski Yunan ve Romalilar doneminde gidalarin lezzetlendirilmesi ve tibbi
tedavi amaciyla kullanilan biberiye, giiniimiizde kozmetik, parfiimeri, aromaterapi, eczacilik
ve gida gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Yapilan bilimsel ¢alismalar, biberiyenin i¢ermis
oldugu bilesikler nedeniyle antioksidan, antibakteriyel, antiviral ve bagisiklik sistemini

iyilestirici etkiler gosterdigini ortaya koymustur [31,32].

Sekil 2.7: Biberiye bitkisi.

Biberiye yapraklarinda bulunan baslica bilesikler, karnosik asit, karnosol, rozmanol,
epirozmanol ve rozmarinik asit’tir. Karnosik asitin hayvansal yaglar i¢in en gii¢lii antioksidan

oldugu bilinmektedir. Abietatrien tiirevi diterpenler olan karnosik asit ve karnosol,
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biberiyenin antioksidan etkisinin % 90’indan sorumludur. Biberiye yapraklarinin hem ham

hem de rafine ekstraktlar: ticari {irlin olarak bulunmaktadir [33].

Biberiye bitkisinin kimyasal kompozisyonu ile antioksidan aktivitesinin incelendigi
calismalarda, yas veya kurutulmus bitkisi, su buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagi
veya farkli ekstraksiyon yontemleri (solvent veya siiper kritik CO3) ile elde edilen ekstrakti
kullanilmistir. Biberiye ekstraktinda bulunan baslica 9 fenolik bilesik, antioksidan etkiye

sahip olup kimyasal yapilar1 Sekil 2.8 de goriilmektedir [34].

Kamosol (1) Karnosik (2)

Epirosmonal (5) Izorosmanol (6)
HO OH . EAE
Q T\ ( o HOOC I/ )
\ /~ 04 A TN
wotf \\ Ny N O OH
A L))~ )
[ = P, > X
/
oo es
\( : \\\/‘ - HO™
4 OH
Rosmaridifenol (7) Rosmariquinon (8) Rosmarinik asit (9)

Sekil 2.8: Biberiyenin antioksidan etkili bilesenleri [34].

2.6.3. Kudret Nan

Ulkemizde kudret nar1 adiyla bilinen Momordica charantia L., Kabakgiller (Cucurbitaceae)
familyasinin bir iiyesidir. Ozellikle tropik iklim bdlgelerinde, gida olarak ya da tedavi amagh
kullanilmak iizere yetistirilen, tek yillik ve sarmagik formunda ve ekonomik ag¢idan 6énemli bir
tibbi bitkidir (Sekil 2.9). Bitkinin, vitaminler, mineraller bakimindan zengin olan yapraklari
ve olgunlasmamis meyveleri sebze olarak tiiketilmektedir. Olgun meyvelerin tadir act
oldugundan sebze olarak tiiketilirken ham hali tercih edilmektedir. Ham meyveler, olgun
meyveler ya da tiim bitkiden hazirlanan preparatlar ile yapraklardan hazirlanan caylar tedavi

ya da saghigi koruma amacli kullanilmaktadir. Bitkide bulunan bazi biyoaktif maddelerin,
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hipoglisemik, antiiilser, antioksidan, antibiyotik, antidiyabetik, antikanserojen, antimutajenik

ozellikte oldugu klinik ¢alismalarla kanitlanmistir [35].

Sekil 2.9: Kudret nar1 bitkisinin ham ve olgun meyveleri.

Glniimiizde kudret nar1 tarimi Hindistan, Cin, Malezya, Afrika ve Giiney Amerika’da
ekonomik olarak yapilmaktadir. Ayrica Japonya, Tayvan, Tayland, ABD ve nadiren
Avustralya’da yetistirilmektedir [36]. Ulkemizde Bursa ve Yalova civarlarinda bahge tarimi
seklinde kiiclik alanlarda tretilmektedir. Mayis ayinda tohumundan ekilerek yetistirilir ve
agustos aymda olgunlagsmis meyveler hasat edilir. Tohumlar miishil etkisi nedeni ile yemek

icin tavsiye edilmez [36].

Kudret nari, yliksek miktarlarda C vitamini, bunun yaninda A vitamini, 3-karoten, a-karoten,
potasyum, magnezyum, ve ¢inko icermektedir. Olgun meyvelerin ¢ekirdeklerinin zarlart iyi
bir likopen kaynagidir. Bitkinin hem meyveleri hem yapraklar, vitaminler (B ve C

vitaminleri) ve mineraller (demir, kalsiyum, fosfor) bakimindan oldukg¢a zengindir [37-40].

Meyve suyundan ve meyvesinden elde edilen enjekte edilebilir preparatlar, geleneksel olarak

diinya capinda kan sekeri seviyesini diistirmek i¢in kullanilmaktadir [41]

2.6.4. Ginko Biloba

Tirkiye’de “Japon erigi” ya da “kiz sa¢1” olarak bilinen ginkgo biloba (Syn. Salisburia
adiantifolia Sm. S. biloba Hoffmag) agacinin anavatani Giineydogu Cin olarak kabul

edilmektedir. Ginkgoaceae familyasina ait olan bitki “mabet agac1” ya da “filkulagr”
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isimleriyle de bilinmektedir. 200 milyon yillik bir tarihi ge¢mise sahip olmasi nedeniyle
“yasayan fosil” olarak kabul edilir. Ulkemizde biiyiik sehitlerimizde (Istanbul, Ankara ve
Izmir) yaklasik 200 yildan beri siis bitkisi olarak yetistirilmektedir [42, 43].

3 o
% ‘ "
T’ » ggi ‘

Sekil 2.10: Ginkgo biloba agacinin yapraklari ve meyveleri.

Ginkgo bilobanin (Sekil 2.10) en onemli biyoaktif bilesenleri, flavonoidler ve terpenik
laktonlardir. Yapraklarinda belirlenmis olan bilesenler ve yaklasik oranlar1 su sekildedir; %
22-27 flavonoller (kuersetin, kamferol, izoramnetin), biflavon (amentoflavon), % 5-7 terpenik
laktonlar (% 2,8-3,4 ginkolit, % 2,6-3,2 bilobalit), % 8-12 proantosiyanidinler, fenolik asitler

(protokatesuik asit, vanilik asit), ginkgolik asit, fitosteroller ve karotenoidler.

Standardize ekstreleri ya da ¢ay halinde kullanilan ginkgo biloba iriinlerinin, igermis
olduklar1 bilesenlerin beyin damarlar1 iizerindeki etkisine bagl olarak, yasa bagli hafiza
zayifliginda ve demans (bunama) gibi durumlarda kullanim1 biitiin diinyada yayginlagsmistir
[43]. Ginkgo biloba’nin ticari ekstraktlarin ¢ogu patentlidir ve genelde % 24 oraninda

flavonoid glikozitleri, % 6 oraninda terpenik laktonlardan olusmaktadir [44].
2.7. BESLENME TAKVIYESiI URUNLERI iLE YAPILMIS CALISMALAR

Xu ve dig. yaptiklari ¢calismada [45] Cin’de yetisen Dogu kokenli ve Kuzey Amerika kokenli
tiziimlerin 18 ¢esidinin kabuk ve cekirdeklerinin sagliga yararl 6zelliklerini incelemislerdir.
Calismada dort tane fenolik bilesik parametresi (toplam fenol, flavonoid, flavan-3-ol ve
antosiyanin) ve li¢ tane antioksidan 6zellik parametresi {DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikal slipirme, ABTS radikal siipirme ve FRAP(demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan
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gilicii)} Olciilmiistiir. Sonuclar, incelenen ¢esitler arasinda hem kabuklarda hem de
cekirdeklerde, fenolik bilesenler agisindan ve antioksidan ozellikler bakimindan farkliliklar
oldugunu gostermistir. Cabernet Sauvignon tiirlintin ¢ekirdekleri en yiiksek fenolik icerige ve
antioksidan &zellige sahip olarak belirlenmistir. Incelenen iiziim tiirlerinin ¢ekirdeklerinin
antioksidan aktivitelerinin uygulanan yontemlere bagli olarak biiyiik degisim gosterdigi
belirlenmistir. Cabernet Sauvignon tiiriiniin ¢ekirdeklerinin  DPPH, ABTS ve FRAP
yontemleri ile belirlenmis antioksidan aktiviteleri sirasiyla; 422,18; 649,85 ve 605,18 uM
troloks esdegeri (TRE)/g kuru madde olarak hesaplanmustir.

Lacopini ve dig.’nin [46] yaptiklar1 ¢alismada, Toskana’ya ait iiziim tiirlerinin kabuk ve
cekirdeklerinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, toplam fenol ve antosiyanin
icerikleri hesaplanmig, UV (Ultraviyole) dedektorlic HPLC analizi ile bes fenolik bilesenin
(katesin, epikatesin, kuersetin, rutin ve resveratrol) miktarlar1 belirlenmistir. Bu bilesenlerden
katesin ve epikatesinin en fazla cekirdeklerde digerlerinin ise kabuklarda bulundugu
belirtilmistir. Ekstraksiyon etanol:su:0,12 M HCI (hidroklorik asit) (70:29:1, v/v/v) ¢ozeltisi
ile 4 saatte yapilmistir. Ekstraktlar 10 dakika 3300 rpm’de santrifiij edilmis, son hacim ayni
¢oziicli ile cekirdekler i¢cin 100 mL’ye tamamlanmistir. Ekstraktlar -20 °C’ de saklanmustir.
Ekstraktlar C18 kartuslarla analiz 6ncesinde saflastirilip, mikrofiltre ile siiziilerek HPLC’ye
verilmistir. Uziim ¢ekirdekleri ekstraktlarmin HPLC analizinde, A (su), metanol (B) ve asetik
asit (C) kullanilarak gradient eliisyon programi uygulanmistir (baslangicta % 15 B ve % 5 C
olan bilesim 15 dakikada % 25 B’ye sonraki 5 dakikada % 85 B’ye cikarilip 10 dakika bu
sartlarda izokratik eliisyon uygulandiktan sonra 5 dakikada % 15 B’ye disiiriilerek bu
sartlarda da 5 dakika izokratik eliisyon uygulanmistir. HPLC analizleri sonucu ¢ekirdeklerin
katesin icerikleri, 60,3-141,8 mg/100 g kuru madde, epikatesin icerikleri ise 47,2-205,7
mg/100 g kuru madde araliklarinda bulunmustur. Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri,
DPPH radikali ve peroksinitrit (ONOQO") siipiirme etkilerini 6lgmeye dayali iki farkli yontem
ile belirlenmistir. Biitiin ekstraktlarin 6nemli o6l¢iide antiradikal kapasite gosterdigi
gorlilmiistiir. Cekirdeklerin ICso (mg GAE/L) degerleri, ONOO™ yontemiyle 10,99-15,35
araliginda DPPH yontemiyle ise 1,7-3,5 araliginda belirlenmistir. Toplam fenolik igerik,
Folin-Ciocalteu yontemi ile mg gallik asit esdegeri (mg GAE)/100 g kuru madde (¢ekirdek
veya kabuk) olarak hesaplanmistir. Kabuk ekstraktlarinin toplam fenolik igeriklerinin

cekirdek ekstraktlarindan daha diisiik oldugu bulunmustur. Cekirdeklerin toplam fenolik
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igeriklerinin; 8708+430 ve 5033+40 mg GAE 100/g kuru madde degerleri arasinda oldugu

belirlenmistir.

Moreno ve dig. [47] Arjantin’in San Luis eyaletinde yetistirlen biberiye bitkisinin ekim ve
kasim aylarinda toplanan yaprak ve c¢icek kisimlarinin 6nemli biyoaktif bilesenlerini
{rozmarinik asit (RA), karnosol (COH) ve karnosik asit (CA)} HPLC ile belirlemislerdir.
Arastirmacilar ekstraktlarin hazirlanmasinda farkli ¢oziiciiler (aseton, metanol ve su)
kullanmiglar ve ekstraksiyon verimlerini karsilastirmistirlar. Yaprak ve ciceklerde en fazla
miktarda bulunan bilesen CA olup igerikler sirasiyla, 29,3 ve 13,6 g/100 g ekstrakt olarak
belirlenmistir. Yaprak ve ¢igeklerin COH igerikleri; 8,5 ve 8,7 g/100 g ekstrakt, RA igerikleri;
7,9 ve 4,6 g/100 g ekstrakt olarak bulunmustur. RA 330 nm’de, COH ve CA 280 nm’de
belirlenmistir. Su ekstraktinin RA igerigi, 14,5 g/100 g ekstrakt olarak belirlenmis olup CA ve
COH belirlenememistir. Aseton ekstraktinin RA, CA ve COH igerikleri sirastyla; 4,0; 21,5 ve
11,0 g/100 g ekstrakt, metanol ekstraktinin ise 5,5; 30,5 ve 16,2 g/100 g ekstrakt olarak
hesaplanmistir. Aseton ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi 19 g GAE/100 g ekstrakt,
metanol ve su ekstraktlarinin ise 12 ve 3 g GAE/100 g ekstrakt olarak belirlenmistir. DPPH
yontemiyle belirlenmis olan antioksidan aktivite (ECso) degerleri aseton, metanol ve su
ekstraktlarinda sirasiyla; 18, 25,6 ve 55,8 (pug/mL) olarak bulunmustur. Bu degerler,
butillenmis hidroksi toluen (BHT) igin belirlenen 20,8 ve a-tokoferol igin belirlenen 18,5
ug/mL degerleriyle karsilastirilmistir.  Del Bano ve dig. [48] biberiyenin kok, govde, ¢igek
ve dal kisimlarinda bulunan fenolik bilesiklerin (polifenolik diterpenler, rozmarinik asit ve
flavonlarin) oranlarinin vejatasyon (bitkinin tohumdan gelisip tekrar tohum verecek hale
gelene kadar gecen zaman) donemlerine gore farklilik gosterdigini, tiim etken bilesenlerinin

yaprakta ve vejatasyonun erken doneminde en yiiksek diizeyde oldugunu bildirmislerdir.

Biberiye yapraklarindan elde edilen ekstraktin antioksidan olarak kullanilabilecegi ilk defa
Rac ve Ostric-Matijasevic (1955)’e atfen Yanishlieva ve dig. [49] tarafindan rapor edilmistir.
Yapilan bilimsel ¢aligmalarda s6z konusu bitkinin antioksidan aktivitesi dncelikle gidalarda
yaygin olarak kullanilan antioksidanlarin (a-tokoferol asetat, C vitamini, sentetik
antioksidanlar) aktiviteleri ile karsilagtirilmistir. Briskorn ve Domling [50] CA ve COH’1n
butillenmis hidroksi anisol (BHA) kadar etkili (bu etki derisime baghdir) oldugunu
belirtmistirler. Richheimer ve dig. [51] biberiye ekstraktinin en gii¢lii antioksidan aktivite
gosteren bilesiginin CA oldugunu ve bunun diger bir bilesik olan COH’den ii¢ kat, BHT ve
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BHA gibi sentetik antioksidanlardan da yedi kat daha yiiksek aktivite gosterdigini ortaya

koymuslardir.

Literatiirde biberiyenin antioksidan etkisinin, sentetik antioksidanlar ve a-tokoferol asetat
yaninda diger bitkisel {irtinlerle karsilastirildigi caligsmalara rastlamak miimkiindiir. Nitekim
Rababah ve dig. [52] tarafindan yapilan ¢alismada ¢emen otu, zencefil, yesil ve siyah cay,
tiziim ¢ekirdegi, gotu kola (Hindistan ve Endenozyaya ait tropik bir bitki), ginkgo biloba
(Japon erigi) ekstraktlari ile Vitamin E, t-butilhidroksikinon (TBHQ)’ nun toplam fenol igerigi
ile antioksidan aktiviteleri karsilastirilmistir. Elde edilen bulgulara gore; en yiiksek toplam
fenol igerigi biberiye ekstraktinda saptanmasina karsilik en yiiksek antioksidan aktivitesi
lizim ¢ekirdegi ile yesil ¢ay ekstraktlarinda elde edilmistir. Bu ¢alismada toplam fenol icerigi

ile antioksidan aktivitesi arasinda pozitif yonde yiiksek bir korelasyon oldugu bildirilmistir.

Troncoso ve ark. [53] tarafindan yapilan ¢alismada, Sili ve diger tlkelerden toplanan taze
biberiye orneklerinde, ultra performansli sivi kromatografisi (UPLC) ile UV-goriiniir bolgede
fenolik antioksidanlar belirlenmistir. Kromatografik analizde iki farkli yontem kullanilmas,
230 ve 330 nm’de ¢alisilmistir. Birinci yontemde, A {asetonitril-su-HsPO4 (% 65,1:% 34,9:%
0,02)} ve B {asetonitril-su-HzPO4 (% 22:% 78:% 0,25)} hareketli fazlar1 kullanilarak, 1,5 mL
dk! akis hiz1 ile gradient eliisyon programi uygulanmistir. Buna gére, ilk 2 dakika % 100 B,
sonraki 2,1 dakikada A % 100’e yiikselmis ve 6 dakika boyunca sabit kalmis, 8,1 dakikada
yine B % 100’e yiikselmis ve son 2 dakika bu sekilde devam edilmistir. Bu yontemle,
rozmarinik asit alikonma zamam 2,7, karnosol 5,7 ve karnosik asit 6,6 dakika olarak
bulunmustur. Bu yontemde tiim lipofilik ve hidrofilik antioksidanlar1 ekstrakte etmek igin
metanol:su (2:1, v/v) kullamlmistir. Ikinci ydntemde ise 6 dakika boyunca %100 A’nimn
kullanildig1 izokratik eliisyon programi uygulanmistir. COH ve CA i¢in alikonma zamanlari
sirasiyla; 1,8 ve 5 dk olarak belirlenmistir. Bu yontem, sadece metanol ile ekstrakte edilmis
orneklere uygulanmis ve hidrofilik bilesenler ayrilmamistir. Gelistirilmis kromatografik
yontemler ile on dakika iginde CA, COH ve RA’in ¢ok hizli bir sekilde ayirmm
gerceklestirilmistir.

Wang ve dig. [54] cesitli aromatik bitkilerde (biberiye, adacayi, kekik, nane, melisa ve
lavanta) RA ve kafeik asit (KA) tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirmistir. HPLC
analizinde, Cyg ters-faz kolonu, metanol:su (o-fosforik asit i¢eren) gradiyent eliisyon programi

kullanilmis ve dedeksiyon PDA (fotodiyot dizisi) detektorii ile gergeklestirilmistir. En uygun
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ekstraksiyon ¢oziiciisiinli belirlemek icin etanol, metanol, aseton ve asetonitrilin sudaki %
30’luk (v/v) c¢ozeltileri denenmis ve aralarinda ¢ok kiigiik farklar oldugu goriilmiistiir. Sadece
su ile ekstraksiyon yapildiginda ekstraktin RA igeriginin kullanilan dort ¢oziiciiye oranla
% 20 oraninda daha diisiik oldugu belirlenmistir. Her iki asit i¢in en iyi ekstraksiyon
veriminin elde edildigi kosullar, % 30-60 (v/v) etanol ile ultrasonik banyoda 10 dk olarak
belirlenmistir. HPLC analizinde % 0,1 o-fosforik asit igeren su (v/v) (A) ve % 0,1 o-fosforik
asit iceren metanol (v/v) (B) hareketli fazlarinin kullanildig: gradient eliisyon programinda;
0-10 dk arasinda, dogrusal gradient ile B oran1 % 40’tan % 50’ye; 10-15 dk, dogrusal
gradient ile % 50°den % 60’a ¢ikarilmis ve 25nci dakikaya kadar % 60 B seklinde
uygulanmistir. Kolon sicakligi 30 °C, akis hiz1 1 mL/dk ve dedeksiyon dalgaboyu 330 nm’dir.
Aromatik bitkilerin analizinde, RA ve KA igerikleri sirasiyla 2,0-27,4 ve 0-0,4 mg/g

araliklarinda belirlenmistir.

Goh ve Barlow tarafindan yapilan ¢alismada [55] ginkgo bilabo meyvesinin pisirilmesinin
antioksidan kapasitesine etkisi, standardize yaprak ekstrakti, kurutulmus yaprak ekstrakti ve
ticari ginkgo kapsiilleri ile karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir. Yenebilir, kabuklu
Ginkgo meyvesi 1 dk kaynar su banyosunda bekletildikten sonra kabugu elle soyularak
analize hazirlanmistir. Pigirme, 1slak ve kuru olmak tizere, 5 dk ile 4 saat arasinda 1sitma
yapilarak gerceklestirilmistir. Su ile pisirme islemi, 1:10 (w/v) oraninda distile su ile 80-90
°C’de 1sitilarak uygulanmistir. Uygun siirede su ile pisirme yapildiktan sonra taneler
stiziilerek pisirme suyundan ayrilmigtir. Pismis meyveler homojenize edilmis ve aseton:su
(60:40, v/v) karigimi ile geri sogutucu altinda ekstrakte edilmistir. Cesitli yaprak ornekleri
(standardize yaprak ekstrakti, kurutulmus yaprak ekstrakti ve ticari ginkgo biloba kapsiilleri)
de ayn1 sekilde, 30 dk siire ile geri sogutucu altinda ekstrakte edilmistir. Orneklerin toplam
antioksidan kapasiteleri ABTS/Persiilfat yontemi ile belirlenmis, sonuglar askorbik asit (AA)
esdegeri antioksidan kapasite (AAEAK) olarak verilmistir. Calisilan 6rneklerin askorbik asit
esdegeri (AAE) antioksidan kapasite ve bagil standart sapma (RSD) degerleri Tablo 2.2°de

goriilmektedir.
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Tablo 2.2: Cesitli ginkgo biloba 6rneklerinin antioksidan kapasiteleri (mg AA/100 g homojenat).

Ginkgo Biloba Ornekleri AAEAK:?

Ginkgo biloba ¢ekirdegi (Cin) (ham) 515,5 (% RSD=2,13)
Ginkgo biloba ¢ekirdegi (Cin) (1 saat pigirilmis) 287,9 (% RSD=1,15)
Ginkgo biloba yapragi (USA) 16288 (% RSD=2,44)
Ginkgo biloba yapragi (Cin) 15509 (% RSD=2,5)
Standart Ginkgo biloba yaprak ekstrakti 41777 (% RSD=1,98)
Ticari Ginkgo biloba kapsiilleri 4440 (% RSD=2,56)

*mg AA/100 g homojenat

Ham ginkgo biloba meyvelerinin AAEAK degeri 515,5 mg AA/100 g homojenat olarak
belirlenmistir. 140 °C’de 25 dk isitma yapildiginda bu deger 275 mg AAE olarak
belirlenmistir. Su ile pisirme yapildiginda ise 10 dk sonunda 350 mg AAE belirlenmistir.
Dort saat sonunda bu degerin toplamda ¢ok fazla degismedigi fakat ekstraktta kalan miktarin
azalip suya gecen miktarin arttigi goriilmiistiir. Tablo 2.2°de ticari kapsiillerin, yaprak

ekstraktlarindan ¢ok daha diislik antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmektedir.

Mantle ve dig. [56] c¢alismalarinda, ticari ginkgo biloba iirlinlerinin (tablet veya kapsiil
formunda) antioksidan aktivitelerini ABTS/TEAK yontemi ile karsilagtirmislardir. Kapsiil
veya tablet formundaki 6rnekler 1:10 (w/v) oraninda 50 mM pH 7,4 fosfat tamponu (PBS)
kullanilarak homojenizatorde ekstrakte edilmistir. ABTS (150 upM) radikal ¢ozeltisi
metmiyoglobin (2,5 uM) ve H202 c¢ozeltisi (75 uM) kullanilarak [57] hazirlanmustir.
Ekstraktlar santrifiij edilmis ve siipernatantlar analiz ig¢in kullanilmistir [56]. Bulgularin
farkliligi, tablet veya kapsiillerin hazirlanma prosediirii, ya da kullanilan ginkgo biloba’nin
fiziksel dogas1 (toz halinde, kurutulmus yaprak veya konsantre ekstrakt gibi) ile

iliskilendirilmistir.

Diger bir ¢alismada, Dubber ve Kanfer [58], eczaneden temin ettikleri (farkli firmalar
tarafindan iretilmis) 4’4 tablet biri kapsiil formunda 5 adet ginkgo biloba {irini ile
caligmiglardir. Calismalarmin  amaci, @inko Dbiloba driinlerinin iirlin  kalitesinin
degerlendirilmesinde karsilastirma kriteri olarak kullanilabilecek flavonol bilesiklerinin
(kuersetin, kamferol, izoramnetin) ile flavonol glikozidlerinin (rutin ve izokuersitrin) analizi
icin yeni bir HPLC yontemi gelistirilmesidir. Bir kutudaki 25 tablet, havanda ezilerek toz

haline getirilmis ve iyice karistirildiktan sonra, bir tablet agirligina esit 6rnek alinarak, analize
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hazirlanmigtir. Kapsiil formundaki 6rnek i¢in de benzer sekilde hareket edilmis, 25 adet
kapstil icerigi bosaltilip karistirilmis ve tek kapsiiliin agirligina esdeger 6rnek alinmustir.
Ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak, yliksek polaritesi nedeniyle, aglikonlarla birlikte polar
glikozidleri de yiiksek verimle alabilen metanol kullanilmistir. Toz halde 6rnek iizerine 25 mL
metanol eklenmis ve ultrasonik banyoda 1 saat ekstrakte edilmistir. 30 dk sonra elle altiist
edilerek yeniden karistirilmis ve santrifiij edilmistir. C6ozelti hacmi 50:50 (v/v) metanol:su ile
tamamlandiktan sonra siiziilmiistiir. HPLC analizleri, C18 kolon kullanilarak, 0,4 mL dk* akis
hiziyla ve 45 °C kolon sicakliginda gerceklestirilmistir. Antioksidan bilesikler, gradient
eliisyon programu ile ikili mobil faz sistemi {asetonitril (A) ve % 0,3 formik asit (v/v) (B)
hareketli fazlarimin 15 dk % 15 A ve 33ncii dakikaya kadar % 25 A} kullanilarak 350 nm
dalga boyunda belirlenmistir. Literatiir verilerine gore, standardize yaprak ekstraktlarinin
% 0,39 (w/w) kamferol (KAM) ve % 0,5 (w/w) kuersetin (KUE) igerdigi ve calisma
bulgularinin bu degerlerle uyumlu oldugu belirtilmistir. Calisilan 6rneklerin hepsinde rutin
(RT) ve kuersitrin (kuersetin glikoziti) miktarlar1 daha yiiksek bulunmustur. RT ya da
kuersitrin miktarlarinin KUE miktarina oraninin, tablet matriksinde kimyasal degisim ya da
bozulma olup olmadigmin belirlenmesinde kalite kontrol amach kullanilabilecegi de

belirtilmistir.

Wua ve Ngb [59] Tayvan’da yetisen kudret narinin su ve etanol ile hazirlanan ekstraktlarinin
antioksidan ve radikal stipiirme aktivitelerini DPPH, metal kelatlama, sitokrom c ve ksantin
oksidaz inhibisyonu yontemleri ile degerlendirmislerdir. Ayn1 zamanda kudret narinin toplam
fenol ve flavonoid igeriklerini de analiz etmislerdir. Flavonoid igerigini Zou ve dig. [60]
tarafindan tanimlanan kolorimetrik yonteme gore, toplam fenol igerigini ise Folin-Ciocalteu
yontemine gore belirlemislerdir. Orneklerin toplam flavonoid igerikleri sulu ve etanollii
ekstraklar igin sirasiyla; 62 ve 44 mg/g; toplam fenolik madde igerikleri ise ise sirasiyla; 51,6
ve 68,8 mg/g olarak belirlenmistir. Ayrica DPPH radikal siipiirme aktiviteleri, sulu ekstrakt
icin ICs0 = 129,94 mg/mL ve etanollii ekstrakt i¢in IC50=156,78 mg/mL olarak hesaplanmstir.
Sonuglar E vitamini ile kisyaslandiginda daha iyi oldugu goriilmiistir (ICso = 172,21 mg/mL).

Ayrica metal kelatlama aktiviteleri de E vitamininden daha yiiksek bulunmustur.

Kubola ve Siriamornpun [61] kudret nar1 yapragi, kokii ve meyvesinin sulu ekstraklarina
Folin-Ciocalteu, DPPH, FRAP, hidroksil radikali siiplirme ve toplam antioksidan kapasite

yontemlerini uygulamiglardir. Ham meyvenin toplam antioksidan kapasite degerleri olgun
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meyveye oranla daha yiiksek bulunmustur. Toplam fenolik madde icerikleri gallik asit
esdegeri (GAE) olarak verilmistir. Yaprakta 474, ham meyvelerinde 324, kokiinde 259 ve
olgunlasmis meyvesinde 224 mg GAE/g olarak bulunmustur. Fenolik bilesenler HPLC-PDA
yontemi ile belirlenmistir. HPLC analizleri, C18 kolonu ile kolon sicakligi 40 °C, akis hiz1 1
mL/dk, 6rnek hacmi 20 pL olacak sekilde gerceklestirilmistir. Ikili mobil faz sistemi (A: %
(v/v) asetik asit, B: % 3 asetik asit : % 25 asetonitril : % 2 (v/v/v) bidistile su karisimindan
olusmaktadir) kullanilarak gradient eliisyon uygulanmis ve analizler 278 nm’de
gergeklestirilmistir. Ham ve olgun meyve ekstraktlarinda belirlenen fenolik bilesenlerden GA
miktarlari ham meyve i¢in 95,6, olgun meyve i¢in 202 mg/L iken, KA igerikleri sirasiyla 3,35
ve 1,62, katesin (KAT) igerikleri ise 3,95 ve 4,54 mg/L olarak belirlenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Bu calismada kullanilan cihazlar; kimyasal madde ve beslenme takviyelerini tartmak igin
Radwag WAS 220/X analitik terazi, ekstraksiyon islemleri ve kimyasal maddelerin
¢Oziinmesine yardimci olmak i¢in Bransonic 221 ultrasonik banyo, inkiibasyon islemleri igin
10 kademeli Clifton su banyosu, hidroliz islemleri i¢cin HB4 basic KIKA-WERKE su
banyosu, ¢ozeltileri karistirmak i¢in Elektro-mag girdap karistirici, bidistile su {iretimi i¢in
Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi, absorbans &lglimleri ve spektrum
cizimleri i¢in Varian Cary 1E UV-Vis spektrofotometre, HPLC analizleri i¢in Perkin Elmer
Series 200 UV-Vis dedektor, Perkin Elmer Series 200 pompa, Perkin Elmer Series 200
Vakum degazer, Perkin Elmer 600 Series Link Chromatography ara yiizey (interface)’den
olusan HPLC sistemi.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler; troloks (TR) (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit), kuersetin (KUE), rozmarinik asit (RA) ve flavon (Aldrich); neokuproin (Nc)
(2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), apigenin (APG), luteolin (LUT), kamferol (KAM), rutin (RT),
kafeik asit (KA), karnosol (COH), karnosik asit (CA), katesin (KAT) hidrat, epikatesin
(EKAT), gallik asit (GA), klorojenik asit (KLA), bakir (IT) siilfat, folin reaktifi ve sodyum
potasyum tartarat (Sigma); prosiyanidin B2, resveratrol, siyanidin kloriir, ABTS (2,2’-
azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat]) ve aliminyum kloriir hekzahidrat (Fluka); bakir (II)
kloriir dihidrat (CuCl2.2H20), sodyum hidroksit, % 37°lik hidroklorik asit, sodyum kloriir, o-
fosforik asit ve formik asit (Merck); amonyum asetat, sodyum karbonat, % 96°lik etanol ve
kromatografik saflikta metanol (Riedel-de Haén); potasyum persiilfat (Sigma-Aldrich) ve
sodyum nitrit (J.T.Baker).

3.3. COZELTILERIN HAZIRLANMASI

1,0x10° M derisimde APG, TR, LUT, KAM, RT, KA, KUE, RA, COH, CA, flavon, GA,
prosiyanidin B2 ve KLA ¢ozeltileri uygun tartimlar alinarak % 80 (v/v) metanol (MeOH)de;
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1,0x10° M derisimde KAT, EKAT, resveratrol ve siyanidin kloriir stok ¢ozeltileri % 2 (v/v)
HCI igeren % 80 (v/v) MeOH’de ¢ozildii. Tim stok antioksidan gozeltileri —20 °C’ de

saklanarak kullanildi.

CUPRAC yénteminde; Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi, 1,0x10? M olacak sekilde bakir(II)kloriir
dihidrat’tan (CuCl2.2H20) 0,4262 g tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
Amonyum asetat (NHsAc) tamponu, 1 M (pH 7) olacak sekilde NHsAc’tan 19,27 g tartim
alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Nc ¢ozeltisi, 7,510 M olacak sekilde 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin’den 0,039 g tarim almip % 96’lik etil alkolle 25 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi.

ABTS yoénteminde; ABTS’den 0,1920 g tartim alinip su ile 50 mL’ye tamamlanarak 7 mM
ABTS c¢ozeltisi hazirlandi. ABTS stok ¢ozeltisi igine, son derisimi 2,45 mM olacak sekilde
0,0331 g potasyumpersiilfat (K2S20g) ilave edildi. Elde edilen ABTS radikal ¢ozeltisi, 12-16
saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra kullanima hazir hale

gelmektedir.

Folin-Ciocalteu yonteminde,

Lowry A: % 2 sodyum karbonat (Na2COz) ( 0,1 M NaOH ¢6zeltisinde)
Lowry B: 0,5 M bakir(Il) siilfat (CuSOa) (% 1°lik NaKCaH4Os ¢6zeltisinde)
Lowry C: 50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B

Folin-Ciocalteu reaktifi distile su ile 1:3 oraninda (v/v) seyreltildi.

AICIl3/NaNO: yonteminde; % 5°1ik (w/v) NaNO2 ¢ozeltisi, % 10°1uk (w/v) AlCl3 ¢ozeltisi ve 1
M NaOH ¢ozeltileri distile suda hazirland.

3.4. BESLENME TAKVIiYESI URUNLERININ ANALIiZE HAZIRLANMASI

3.4.1. Ornek Hazirlama ve Ekstraksiyon Yontemleri

Uziim c¢ekirdegi, biberiye ve ginkgo biloba igeren beslenme takviyesi iiriinleri kapsiil
formunda (Shiffa Home) ve kudret nart macunumsu sekilde kapsiil formunda (Bilge Aktar)

temin edildi.
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Uziim ¢ekirdegi, biberiye ve ginkgo biloba kapsiillerinin igindeki tozlar MeOH:su (80:20,
v/v), tiztim kapsiilii ise % 1 (v/v) HCI iceren MeOH:su (80:20, v/v) ¢oziicii karisgimlar ile
ekstrakte edildi. Kudret nar1 kapsiiliiniin macunumsu igerigi plastik bicak ile en kiigiik

pargalara boliindiikten sonra MeOH:su (80:20, v/v) karisimi ile 65 °C’de ekstrakte edildi.

Ekstraksiyon islemleri, toz haldeki 6rneklerden 0,5 g ve 1,0 g tartilip ¢oziiciiniin 10 mL’si ile
30 dk, daha sonra ikinci bir 10 mL’si ile yine 30 dk ve son olarak 5 mL ¢6ziicii ile 30 dk daha
ultrasonik banyoda agizlar1 kapali ve cam erlenler i¢inde, li¢ kademede gergeklestirildi. Bu ii¢
ekstrakt bir araya getirilerek, Once silizge¢ kagidindan daha sonra GF/PET (Glass
fiber/polietilentereftalat) 1,0/0,45 um’lik enjektor uglu mikrofiltre ile siiziildii ve hacmi ayni
¢oziicli ile 25 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tiim 6rnekler analiz asamasina kadar —20 °C’ de

saklandi. Daha sonra uygun oranlarda seyreltilerek yontemler uygulandi.

3.4.2. Beslenme Takviyesi Uriinlerinin Ekstraksiyonunda Uygun Céziicii Secimi

Uziim ¢ekirdegi, biberiye ve kudret nar1 tabletlerinden elde edilen toz halindeki numunelerden
0,5 g ve ginkgo biloba tabletlerinden elde edilen toz halindeki numuneden 1,0 g tartilip tartilip
flavonoid tiirii bilesenlerini ekstrakte etmek i¢in % 50, % 70 ve % 80 (v/v) MeOH ¢oziiciileri
ile % 1 (v/v) asit iceren % 50, % 70 ve % 80 (v/v) MeOH ¢oziiciileri kullanilarak 3.4.1°de
anlatildigr sekilde ekstraksiyon islemleri gergeklestirildi. Bu sekilde numunelerin

ekstarksiyonlari i¢in uygun ¢oziiciiler belirlendi.

Daha sonra hazirlanan ekstraktlar uygun oranlarda seyreltilerek yontem uygulamalari igin

kullanildi.

3.4.3. Hidroliz Islemi

% 80 (v/v) MeOH ve % 1 HCI igeren ekstraktlar, son hacim iginde % 50 MeOH ve 1,2 M
HCI [62] olacak sekilde ayarlandiktan sonra 80 °C’de geri sogutucu altinda 1sitilarak, 4 saat

stireyle, hidroliz islemi uygulandi.

% 80 (v/v) MeOH ile hazirlanan ekstraktlarin hidrolizi 12,5 mL % 80 metanollii ekstrakt + 2
mL derisik HCI + 7,5 mL bidistile su i¢eren karisim ve % 1 (v/v) HCl igeren % 80 (v/v) asitli
MeOH ile hazirlanan {iziim ¢ekirdegi ekstraktlarinin hidrolizi 12,5 mL % 80 (v/v) asitli
MeOH + 2 mL derisik HCI + 7,5 mL bidistile su iceren karigim kullanilarak yapildi.
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Hidrolizatlar, 1,0/0,45 um GF/PET mikrofiltre ile siiziilerck hacimleri % 80 metanol ile 25

mL’ye tamamlandi.

3.5. SPEKTROFOTOMETRIK TOPLAM ANTIOKSIiDAN KAPASITE TAYIN
YONTEMLERI

3.5.1. CUPRAC Yontemi

Normal CUPRAC yéntemi (CUPRACN); bir deney tiipii icerisine sirastyla 1 mL 1,0x102 M
Cu(II) kloriir ¢dzeltisi, 1 mL 7,5x10° M Nc ¢ozeltisi ve 1 mL 1 M NH4Ac (pH 7) ¢ozeltisi
ilave edildi. Daha sonra reaktif karisiminin tizerine X mL antioksidan standart ¢ozeltisi veya
ornek ¢ozeltisi ve (1,0-x) mL distile su ilave edilerek toplam hacim 4,0 mL olacak sekilde
cozeltiler hazirlandi. Vorteks yardimiyla karistirilan tiipler oda sicakliginda agzi kapali olarak
30 dk bekletildi. Siire sonunda g¢ozeltilerin absorbanslari, iginde 6rnek bulunmayan referans

¢ozeltiye kars1 450 nm’de olgiildii [8].
1 mL Cu(ll) + 1 mL Nc + 1 mL NHsAc + x mL 6rnek + (1,0-x) mL H2.0 (3.1)
Vtoplam: 4,0 mL

Inkiibasyonlu CUPRAC Yéntemi (CUPRAC)); Normal ydnteme gore hazirlanmis ¢ozeltiler
agizlan kapatilarak 50 °C’lik su banyosunda 20 dakika siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda
tiipler soguk su icinde birkag dakika sogutuldu. Tiiplerin agizlar1 agilip tekrar karigtirildiktan

sonra i¢inde ornek bulunmayan referans ¢ozeltiye kars1 450 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii

[8].

Farkli derisimlerde TR standart ¢ozeltilerinin derisimleri ile dlglilen absorbans (A) degerleri
arasinda olusturulan calisma grafiginden yararlanilarak beslenme takviyesi Orneklerinin
toplam antioksidan kapasiteleri (TAK) mmol TR/g kuru madde cinsinden hesaplandi. Bu
yontem ile kullanilan standart maddelerin hepsi igin kalibrasyon grafikleri olusturuldu ve her
bir bilesik igin grafiklerden belirlenen molar absorplama katsayisinin (¢) TR’un molar
absorplama katsayisina bolinmesi suretiyle TR esdegeri antioksidan kapasite (TEAK)

katsayilar1 belirlendi.
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3.5.2. ABTS/Persiilfat Yontemi

Kullanima hazir hale gelen mavi-yesil renkli ABTS radikal ¢ozeltisi etanolle 1:10 oraninda
(v/v) seyreltildi. 1 mL ABTS-* ¢ozeltisi tizerine 4 mL etanol (EtOH) ilave edilip 734 nm’de
onc1 dakika sonundaki absorbans degerleri kaydedildi. Daha sonra x mL 6rnek {izerine 1 mL
ABTS* ¢ozeltisi ve ( 4-x ) mL % 80 (v/v) MeOH ilave edilip ayn1 dalgaboyunda 6nci1 dakika
sonundaki absorbans degerleri 6lgiildii. Radikalin absorbans degerinden 6rnegin bulundugu
¢oOzeltinin absorbansi ¢ikarilarak AA degerleri elde edildi. AA ile TR standardinin derisimi
arasindaki caligma grafiginden yararlanilarak beslenme takviyesi Orneklerinin toplam
antioksidan kapasiteleri mmol TR/g kuru madde cinsinden hesaplandi. Bu yontem ile standart
maddelerin kalibrasyon grafikleri olusturuldu ve herbirinin molar absorplama katsayisinin

TR’un molar absorplama katsayisina boliinmesi suretiyle TEAK katsayilari belirlendi.

3.5.3. Toplam Polifenol igerik (TFI) Tayini (Folin-Ciocalteu Yontemi)

Toplam fenolik madde derisimini 6lgcen Folin-Ciocalteu ydntemine gore; bir deney tiipii
icerisine sirasiyla x mL 6rnek ¢ozeltisi, (2-X) mL distile su ve 50 mL Lowry A ¢ozeltisine
(0,1 M NaOH iginde % 2 (w/v) Na2CO3) 1 ml Lowry B ¢ozeltisinin (% 1 (w/v) NaKCsH4Og
icinde % 0,5 (w/v) CuSOs ¢ozeltisi) ilave edilmesiyle olusan Lowry C ¢ozeltisinden 2,5 mL
ilave edildikten 10 dakika sonra 0,25 mL, 1’e 3 oraninda (v/Vv) su ile seyreltilen Folin reaktifi
eklendi. Tiipler oda sicakliginda ve agizlar1 kapali olarak 30 dk bekletildikten sonra 6rnek

igcermeyen referansa karst 750 nm’de absorbanslari 6l¢iildii [26].

GA standardinin derisimleri ile Olgiilen absorbans degerleri arasinda olusturulan galisma
grafiginden yararlamlarak beslenme takviyesi orneklerinin toplam polifenol igerikleri (TFI)

mmol GA/g kuru madde cinsinden hesaplandi.

3.5.4. Toplam Flavonoid Tayini (AICI3 /NaNO2 Yontemi)

Toplam flavonoid tayini igin literatiirde mevcut olan [27] modifiye AICIs/NaNO. yontemi
uygulanmistir. x mL 6rnek ¢ozeltisine (3,4-x) mL distile su ve 0,2 mL % 5°lik (w/v) NaNO2
cozeltisi ilave edildi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 0,4 mL % 10’luk (w/v)
AICl3.6H20 ¢ozeltisi eklendi. Yine oda sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra 1 mL 1 M
NaOH eklendi ve hemen 510 nm dalga boyunda 6rnek i¢cermeyen referansa karsi absorbans

degerleri Olgiildii. Absorbans ile KAT standardinin derisimi arasindaki kalibrasyon
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dogrusundan yararlanilarak beslenme takviyesi 6rneklerinin toplam flavonoid igerikleri mmol

KAT/g kuru madde cinsinden hesaplandi.

3.5.5. Kromatografik Yontemler

ACE 5 C18 A7037 ve ACE 5 C18 5/N A61887 (5 um, 25 cm x 4,6 mm) kolonlar ile
gerceklestirilen ters faz HPLC analizlerinde; % 0,2 Formik asit igeren bidistile su (A) ve
MeOH (B) ikili ¢oziicii sistemi ile % 0,2 0-H3POys igeren bidistile su (A) ve MeOH (B) ikili
¢oziicii sistemlerinden uygun olan biri kullanilarak farkli gradient eliisyon programlari
kullanildi. Kolon, enjeksiyon oncesinde, 10 dakika % 100 MeOH ile yikandi ve baslangi¢
oranindaki hareketli faz ile 15 dakika dengelendi.

o Kapsiil formundaki tiziim ¢ekirdegi tiriintintin bilesenlerinin analizi i¢in gelistirilen
HPLC yontemi;
% 0,2 Formik asit igeren bidistile su (A) ve MeOH (B) ikili ¢6ziicli sisteminden olusan

hareketli fazin gradient eliisyonu uyguland: (Tablo 3.1). Akis hizi1 1 mL/dk, dedeksiyon
(belirleme) dalga boylar1 olarak 280 ve 520 nm’dir.

Tablo 3.1: Uziim ¢ekirdegi kapsiilii bilesenlerinin analizi i¢in gelistirilen HPLC ydntemi.

Zaman (dk) (%) A (%) B Egim

0,5 93 7 0,0

0,5-5 93 7 1,0

5-15 90 10 1,0

15-20 87 13 1,0

20-25 82 18 1,0
25-40 79 21 -4,0
40-50 76 24 -4,0
50-56 73 27 -4,0

56-68 0 100 -4,0
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e Kapsiil formundaki biberiye {iriiniiniin bilesenlerinin analizi i¢in gelistirilen HPLC
yontemi,

% 0,2 Formik asit igeren bidistile su (A) ve MeOH (B) ikili ¢6ziicii sisteminden olusan

hareketli fazin gradient eliisyonu uygulandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Biberiye kapsiilii bilesenlerinin analizi igin gelistirilen HPLC yontemi.

Zaman (dakika) (%)A  (90)B Egim

0,5 80 10 0,0
0,5-3 65 35 1,0
3-13 50 50 1,0
13-28 40 60 1,0
28-38 20 80 1,0
38-53 0 100 1,0

Akis hizi 1 mL/dk, dedeksiyon (belirleme) dalga boyu 280 nm’dir.

e Kapsiil formundaki macunumsu yapida kudret nar1 6rnegi bilesenleri analizi i¢in
gelistirilen HPLC yontemi;

% 0,2, 0-H3POj4 iceren bidistile su (A) ve MeOH (B) ikili ¢oziicii sisteminden olusan
hareketli fazin gradient eliisyonu uygulandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Kudret nar1 kapsiilii bilesenlerinin analizi i¢in gelistirilen HPLC y6ntemi.

Zaman (dakika) ()A (%)B Egim

0,5 100 0 0,0
0,5-3 100 0 1,0
3-20 70 30 1,0
20-40 45 55 1,0
40-50 0 100 1,0

Akis hiz1 0,7 mL/dk, dedeksiyon (belirleme) dalga boyu 320 nm’dir.

e Kapsiil formundaki ginkgo biloba iiriinii bilesenlerinin analizi i¢in gelistirilen HPLC
yontemi;

MeOH (A) ve % 0.2 0-H3PO4 (B) ikili ¢oziicii sisteminden olusan hareketli fazin gradient
eliisyonu uygulandi (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: Ginkgo bilabo tableti bilesenleri analizi i¢in gelistirilen HPLC yontemi.

Zaman (dakika) (%)A (%)B Egim

0,5-1 20 80 0,0

1-4 35 65 1,0

4-9 45 55 1,0
9-21 50 50 1,0
21-24 55 45 1,0
24-26 60 40 1,0
26-28 80 20 1,0
28-41 100 100 1,0

Akis hiz1 1 mL/dk, dedeksiyon (belirleme) dalgaboylar1 280 ve 340 nm’dir.

Kapsiil formundaki bitkisel iiriinlerin icerdigi 6nemli biyoaktif bilesikler HPLC analizleri ile
belirlendi. Analiz sonuglari, pik alanlariyla madde derisimleri arasinda g¢izilen caligma

grafiklerine gore degerlendirildi.
3.5.6. Birlestirilmis HPLC- CUPRAC ve HPLC-ABTS Yontemleri

Calisilan beslenme takviyesi Uriinlerinin ekstraktlarinda HPLC analizleri sonucu belirlenen
bilesenlerin toplam antioksidan kapasiteye katkilar1 asagida verilen denklem [63-65]
yardimiyla hesaplandi. HPLC ile belirlenen derisimler, bilesenlerin spektrofotometrik
yontemle belirlenmis olan TEAK (troloks esdegeri antioksidan kapasite) katsayilari ile
carpildi ve bulunan degerler toplanarak 6rneklerin teorik TAK degerleri belirlendi. HPLC-
CUPRAC ve HPLC-ABTS, HPLC yontemi ile belirlenen bilesiklerin derisimlerinin
CUPRAC ve ABTS yontemleri ile belirlenmis TEAK katsayilari ile ¢arpilmasiyla teorik TAK
degerinin hesaplanmasimni saglayan yontemleri ifade etmektedir. Hesaplanan bu kapasite
degerleri hem kromatografik hem de spektrofotometrik verilere dayandigindan bunlari ifade

ederken her iki enstriimental teknigin sembolleri kullanilmistir.

TAK = ) C TEAK; (3.1)

i=1

(Ci: i- bileseninin HPLC yoOntemiyle belirlenen derisimini; TEAK;: i- bileseninin secilen kapasite 6l¢iim

yontemine gore TEAK katsayisini ifade etmektedir).
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4. BULGULAR

4.1. BESLENME TAKVIYESI URUNLERININ EKSTRAKSIYONUNDA UYGUN
COZUCU SECIMI

4.1.1. Uziim Cekirdegi

Bolim 3.4.2°de belirtildigi sekilde farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanan tiziim gekirdegi

ekstraktlarinin 200-400 nm araligindaki spektrumlari, uygun oranlarda seyreltme yapilarak

alind1 ve boylece en yiiksek ekstraksiyon verimi saglayan ¢oziicii oran1 belirlendi.

25-
1 — % 80 MeOH
20/ — % 70 MeOH
' :’ — % 50 MeOH
g,
= 1.5
<
@
= 1.0~ |
- \
0.5-
0.0 S—
200 300 400 500

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1: 1:100 (v/v) oraninda seyreltilmis izim ¢ekirdegi ekstraktlarinin spektrumlari.

25 — %80 MeOH + %1 HCI
I\ — %70 MeOH + %1 HCI
Iy —_— %50 MeOH + %1 HCI
2.0 [

1.5 .|

1.0~

Absorbans

0.5- \,

0.0 e
200 300 400 500

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2: 1:100 (v/v) oraninda seyreltilmis (% 1 HCI iceren) liziim c¢ekirdegi ekstraktlarinin
spektrumlari.
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Elde edilen spektrumlar degerlendirildiginde iiziim ¢ekirdegi eksraksiyonu i¢in % 80 (v/v)

MeOH ve % 1 (v/v) HCl igeren ¢oziiciiniin kullanilmasina karar verildi.

4.1.2. Biberiye

Boliim 3.4.2°de belirtildigi sekilde farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan biberiye ekstraktlarinin 200-
400 nm arasindaki spektrumlari, uygun oranlarda seyreltme yapilarak alindi ve bdylece en

yiiksek ekstraksiyon verimi saglayan ¢oziicii orani belirlendi.

3
tr % 80 MeOH
! % 70 MeOH
- % 50 MeOH
|
221
[
£
[=]
2 .
w1 N _
0 : T ee—
200 250 300 350 400

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.3: 1:60 (v/v) oraninda seyreltilmis biberiye ekstraktlarinin spektrumlari.

Elde edilen spektrumlar degerlendirildiginde biberiye eksraksiyonu igin en uygun ¢oziiciiniin

% 80 MeOH olduguna karar verildi.

4.1.3. Kudret Nan

Farkli ¢oziiciiler ile boliim 3.4.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan kudret nar1 ekstraktlar
uygun oranlarda seyreltilerek 200-400 nm araliginda spektrumlari alindi ve boylece en yiiksek

ekstraksiyon verimi saglayan ¢oziicii orani belirlendi.
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2.0+
% 80 MeOH
% 70 MeOH
1.5 % 50 MeOH
=
=
2
s
- 1.0
=]
0.5
0.0_ T T T 1
200 300 400 500 600

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.4: 1:50 (v/v) oraninda seyreltilmis kudret nar1 ekstraktlarinin spektrumlari.

Elde edilen spektrumlar degerlendirildiginde kudret nar1 eksraksiyonu igin en uygun

¢oziiciiniin % 80 (v/v) MeOH oldugu belirlendi.

4.1.4. Ginkgo Biloba

Bolim 3.4.2°de belirtildigi sekilde farkli ¢oziictiler kullanilarak hazirlanan ginkgo biloba
ekstraktlar1 uygun oranlarda seyreltilerek 200-400 nm araliginda spektrumlari alindi ve

boylece en yiiksek ekstraksiyon verimi saglayan ¢oziicli orani belirlendi.

3 % 80 MeOH
% 70 MeOH
% 50 MeOH
g2,
] ik
s
[=]
H
41
0 — . =
200 250 300 350 400

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.5: 1:50 (v/v) oraninda seyreltilmis ginkgo biloba ekstraktlarinin spektrumlari.
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Elde edilen spektrumlar degerlendirildiginde ginkgo biloba eksraksiyonu igin en uygun

¢oziictiniin % 80 (v/v) MeOH olduguna karar verildi.
4.2. SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLERIN UYGULANMASI

[lk olarak uygulanan spektrofotometrik yontemler (CUPRAC, ABTS/TEAK, Folin-Ciocalteu
ve AICI3s/NaNO;) sonucunda elde edilen bulgular TR, GA ve KAT esdegeri olarak
verileceginden ilgili standartlarin uygulanan yontemler ile ¢alisma grafikleri olusturuldu ve

molar absorplama katsayilari belirlendi. Elde edilen degerler Tablo 4.1°de goriilmektedir.

Tablo 4.1: Referans standart maddelerin molar absorplama katsayilart.

Molar Absorplama Katsayisi
Spektrofotometrik Yontem Standart madde

(L/mol.cm)
CUPRACK TR 1,67x10*
CUPRAC; TR 1,86x10*
ABTS/TEAK TR 2,60x10%
Folin-Ciocalteu GA 6,10x103
AICIl3/NaNO; KAT 1,10 x10*

4.2.1. CUPRAC ve ABTS/TEAK Yontemlerinin Fenolik Bilesiklere Uygulanmasi

Literatiir verilerine gore, c¢alisilan beslenme takviyelerinden iiziim cekirdegi kapsiiliinde;
KAT, EKAT, GA, flavon, prosiyanidin B2, resveratrol ve siyanidin, biberiyede; KA, RA,
COH ve CA), kudret narinda; RT, KUE, KA ve KLA ve ginkgo bilobada; KA, RT, LUT,
KAM, APG ve KUE bilesiklerinin bulunabildigi bilindiginden bu maddelerin standartlari
kullanilarak, CUPRAC (normal ve inkiibasyonlu) ve ABTS yontemleriyle ¢alisma grafikleri
olusturuldu, dogru denklemleri, korelasyon katsayilar1 ve dogrusal ¢alisma araliklar
belirlendi (Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4).

Tablolarda verilen dogru denklemlerinde y: pik alani, c: derisim ve r: korelasyon katsayisini

ifade etmektedir.



Tablo 4.2: Cesitli fenolik bilesik standartlarinin normal CUPRAC yo6ntemi ile belirlenen dogru
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denklemleri, korelasyon katsayilar1 ve dogrusallik araliklar1.

Fenolik bilesik Dogru Denklemi I?:tl;fllyalss):(z:) DOg?rlrfgll /é)r alik

Katesin y =5,22x10%c + 0,007 0,9998 2,43x10 - 1,22x10°°
Epikatesin y = 4,63x10%c - 0,097 0,9967 1,51x107 - 2,80x10°°
Gallik Asit y =4,96x10*c + 0,019 0,9995 2,43x10° - 1,22x10°®
Flavon y =0,56x10%c + 0,006 0,9983 4,87x10% - 2,43x10°®
Prosiyanidin B2 y =12,90x10%c + 0,021 0,9995 8,29x107 — 4,15x10°®
Resveratrol y =2,17x10*c + 0,023 0,9916 4,88x10° — 2,44x10°°
Siyanidin y = 1,74x10% ¢ + 0,033 0,9953 4,88x10° — 2,44x10°
Kafeik asit y =5,01x10* ¢ + 0,080 0,9963 3,25x10° - 1,62x10°®
Rozmarinik Asit y =9,02x10% ¢ + 0,016 0,9988 1,20x10® - 6,10x10°®
Karnosol y = 2,46x10* ¢ + 0,019 0,9998 4,90x10°% - 2,44x10
Karnosik Asit y = 3,61x10% ¢ — 0,045 0,9941 4,90x10° — 2,44x10°°
Kuersetin y =7,50x10% ¢ + 0,012 0,9996 1,22x10% - 1,10x10°°
Rutin y = 5,00x10% ¢ + 0,026 0,9927 4,88x10° — 2,44x10°°
Klorojenik Asit y =5,10x10%c + 0,001 0,9998 2,44x10°° - 1,70x10°
Apigenin y =4,22x10%¢ + 0,021 0,9842 1,83x10° - 6,70x10°
Luteolin y = 4,72x10%c +0,017 0,9989 2,44x10° - 1,22x10°
Kamferol y = 3,34x10%*c + 0,003 0,9928 4,90x10°% — 2,44x10




Tablo 4.3: Cesitli fenolik bilesik standartlarinin inkiibasyonlu CUPRAC yontemi ile belirlenen dogru
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denklemleri, korelasyon katsayilar1 ve dogrusallik araliklari.

Fenolik bilesik Dogru Denklemi K}Sﬁ(%;{:ln Dog?rlr?gll/ ﬁ)rahk

Katesin y =5,99x10%c + 0,022 0,9995 2,43x10% - 1,22x10°
Epikatesin y=5,37x10*¢c - 0,062 0,9984 1,86x107 — 2,35x10°®
Gallik Asit y =5,47x10*c + 0,015 09999 2,43x10° - 1,22x10°®
Flavon y =0,22x103¢ + 0,078 0,9975 4,87x10* - 2,43x103
Prosiyanidin B2 y =15,8x10*c + 0,122 0,9989 8,29x107 — 4,15x10°®
Resveratrol y = 3,70x10%c + 0,088 0,9974 4,88x10° — 2,44x10°°
Siyanidin Kloriir y =1,90x10%c + 0,157 0,9961 4,88x10° — 2,44x10°®
Kafeik asit y = 5,80x10% ¢ + 0,054 0,9905 3,25x10° - 1,62x10°°
Rozmarinik Asit y =1,13x10° ¢ + 0,017 0,9987 1,20x10% - 6,10x10®
Karnosol y =3,14x10*c - 0,011 0,9899 4,90x10°° - 2,44x10°®
Karnosik Asit y =3,74x10% ¢ + 0,049 0,9921 4,90x10° — 2,44x10°°
Kuersetin y =9,70x10%c + 0,002 0,9992 1,22x10% — 9,76x10°
Rutin y =6,28x10*c + 0,014 0,9904 4,88x10° — 2,44x10°°
Klorojenik Asit y = 6,00x10* ¢ + 0,030 0,9993 4,88x10°% - 1,71x10°®
Apigenin y =1,50x10%*c + 0,034 0,9910 1,83x10° - 6,70x10°
Luteolin y = 6,00x10%c + 0,022 0,9943 2,44x10% - 1,22x10°
Kamferol y = 4,30x10%*c + 0,023 0,9951 4,90x10° - 2,44x10°®
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Tablo 4.4: Cesitli fenolik bilesik standartlarmin ABTS/Persiilfat yontemi ile belirlenen dogru
denklemleri, korelasyon katsayilar1 ve dogrusallik araliklari.

Fenolik bilesik Dogru Denklemi l?:tzzl)iss)lﬂz:) DOg?rlrfgll /ﬁ)r alik
Katesin y = 8,16x10% ¢ + 0,020 0,9997 8,50x107 — 3,50x10°6
Epikatesin y=6,90x10% ¢ + 0,032 0,9998 1,86x107 — 2,35x10°
Gallik Asit y =1,00x10° ¢ — 0,077 0,9999 2,50x10 x — 1,00x10°®
Flavon y =0,14x10% ¢ + 0,027 0,9406 1,33x10° - 5,33x10°
Prosiyanidin B2 y = 14,2x10* ¢ - 0,021 0,9869 1,13x10% — 4,53x10°6
Resveratrol y =9,44x10%c + 0,477 0,9913 6,66x107 — 2,66x10°6
Siyanidin Kloriir y = 3,07x10% ¢ + 0,068 0,9637 2,00x10¢ — 8,00x10°6
Kafeik asit y=3,61x10*c + 0,064 0,9984 2,20x106 — 7,90x10¢
Rozmarinik Asit y =14,7x10% c + 0,136 0,9914 8,30x107 - 3,30x10°®
Karnosol y =6,01x10*c - 0,016 0,9767 1,33x10% - 5,33x10°6
Karnosik Asit y =2,83x10% ¢ + 0,031 0,9605 1,33x10% - 5,33x10°6
Kuersetin y =1,10x10°c + 0,018 0,9994 1,50x10°% — 7,50x10°6
Rutin y = 8,20x10%c + 0,025 0,9998 1,67x10 — 8,33x10°
Klorojenik Asit y = 3,50x10% ¢ - 0,018 0,9994 4,80x10° — 1,20x10°°
Apigenin y =1,69x10*c - 0,019 0,9860 1,00x10° — 5,00x10°®
Luteolin y =4,10x10%*c + 0,029 0,9938 6,66x107 — 2,66x10°6
Kamferol y = 2,90x10%c + 0,037 0,9190 6,66x107 — 2,66x10°6

TEAK (troloks esdegeri antioksidan kapasite) katsayilari her bir fenolik bilesigin molar

absorblama katsayilar1 (erg) ayni deneysel sartlarda referans bilesik olan TR’un ayni ¢6ziicii

ortaminda elde edilen molar absorplama katsayisi (etr) degerine oranlanarak hesaplandi

(Esitlik 4.1).

TEAK Katsayis1 =

EFM

E€TR

Elde edilen TEAK katsayilar1 Tablo 4.5’de gortilmektedir.

(4.1)
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Tablo 4.5: Fenolik bilesik standartlarinin CUPRAC ve ABTS yontemleriyle hesaplanmis TEAK

katsayilari.
Fenolik bilesik TEAKcupRac TEAKAaBTS®
TEAK\? TEAK/®
Katesin 3,13 3,22 3,14
Epikatesin 2,77 2,89 2,65
Gallik Asit 2,97 2,94 3,84
Flavon 0.34 0.02 0,05
Prosiyanidin B2 7,72 8,50 5,45
Resveratrol 1,30 1,99 3,63
Siyanidin Kloriir 1,04 1,02 1,18
Kafeik Asit 3,00 3,12 1,39
Rozmarinik Asit 5,40 6,08 5,65
Karnosol 1,47 1,69 2,31
Karnosik Asit 2,16 2,01 1,09
Kuersetin 4,49 5,22 4,23
Rutin 2,99 3,38 3,15
Klorojenik Asit 3,05 3,23 1,35
Apigenin 0,25 0,81 0,65
Luteolin 2,83 3,23 1,58
Kamferol 2,00 2,31 1,12

2err= 1,67x10* L/mol.cm
b err=1,86x10* L/molcm
¢err= 2,60x10* L/mol.cm

4.2.2. Beslenme Takviyesi Uriinlerine CUPRAC ve ABTS/TEAK Yéntemlerinin

Uygulanmasi

Tablo 4.6’da caligilan beslenme takviyesi iiriinlerinin CUPRAC ve ABTS/TEAK yontemleri
ile esitlik 4.2 kullanilarak TR esdegeri cinsinden hesaplanmig TAK degerleri goriilmektedir.
Absorbans Toplam hacim (mL)  Seyreltme  Toplam ekstrakt hacmi (mL)

TAK = X x  faktorii x (4.2)
€ TR Ornek hacmi (mL) Ornek miktar1 (Q)
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Tablo 4.6: Beslenme takviyesi triinlerinin CUPRAC ve ABTS yontemleriyle belirlenen TAK (mmol
TR/g 6rnek) degerleri.

TAK (mmol TR/g érnek)?

Beslenme Takviyesi Uriinii Ekstraktlar:

CUPRACN CUPRAC, ABTS
Uziim ¢ekirdegi ekstrakti 0,91+0,07 1,15+0,11 0,72+0,17
Uziim ¢ekirdegi ekstrakt hidrolizati 0,42+0,03 0,47+0,04 0,30+0,03
Asitli iziim ¢ekirdegi ekstrakti 1,24+0,05 1,58+0,04 0,71+0,21
Asitli iziim cekirdegi ekstrakt hidrolizati 0,57+0,03 0,64+0,03 0,33+0,02
Biberiye ekstrakti 0,79+0,05 1,29+0,37 0,41+0,09
Biberiye ekstrakt hidrolizati 0,18+0,03 0,22+0,05 0,12+0,07
Kudret nar1 ekstrakti 0,08+5,63x10°3 0,15+7,63x103 0,11+0,05
Kudret nar1 ekstrakt hidrolizati 0,07+0,01 0,11+0,031 0,07+0,01
Ginkgo biloba ekstrakti 0,12 +7,95x103 0,32 + 0,02 0,14 + 0,02
Ginkgo biloba ekstrakt hidrolizati 0,05+ 2,22x10°3 0,06 + 6,36x103 0,07 + 0,06

#Sonuglar, ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

4.2.3. Beslenme Takviyesi Uriinlerinin Toplam Fenolik Madde iceriklerinin

Belirlenmesi (Folin-Ciocalteu Y ontemi)

Tablo 4.7°de beslenme takviyesi iriinlerinin Folin-Ciocalteu yontemi ile esitlik 4.3
kullanilarak hesaplanmis gallik asit esdegeri (mmol GA/g 6rnek) cinsinden toplam fenolik
madde igerikleri (TFI) goriilmektedir.

Absorbans Toplam Hacim Seyreltme  Toplam Ekstrakt Hacmi (mL)

TFlmmoig = x x  Faktorii x (4.3)
£GA Alinan Ornek Hacmi Ornek Miktar1 (g)
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Tablo 4.7: Beslenme takviyesi iiriinlerinin toplam fenolik madde igerikleri (mmol GA/g ornek).

Beslenme Takviyesi Uriinii Ekstraktlar: TFi (mmol GA/g 6rnek)?
Uziim cekirdegi ekstrakti 1,71+0,47
Uziim cekirdegi ekstrakt hidrolizati 0,74+0,15
Asitli iziim ¢ekirdegi ekstrakt 2,04+0,43
Asitli tiziim ¢ekirdegi ekstrakt hidrolizati 0,76+0,22
Biberiye ekstrakti 0,55+0,13
Biberiye ekstrakt hidrolizati 0,16+0,04
Kudret nar1 ekstrakti 0,2440,03
Kudret nar1 ekstrakt hidrolizati 015+0,04
Ginkgo biloba ekstrakti 0,40 + 0,16
Ginkgo biloba ekstrakt hidrolizat 0,16 £ 0,04

aSonuglar; ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

4.2.4. Beslenme Takviyesi Uriinlerinin Toplam Flavonoid Iceriklerinin Belirlenmesi
(AICIs/NaNO2 Yontemi)

Tablo 4.8’de beslenme takviyesi iiriinlerinin AICIs/NaNO2 yontemi ile esitlik 4.4 kullanilarak
katesin (KAT) esdegeri cinsinden hesaplanmis toplam flavonoid madde igerikleri (TFdi)

goriilmektedir.

Absorbanstkayim Toplam Hacim Seyreltme  Toplam Ekstrakt Hacmi (mL)

TFdimmol/g = X X Faktoru X (4.4)
EKAT Alman Ornek Hacmi Ornek Miktar1 (g)
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Tablo 4.8: Beslenme takviyesi iiriinlerinin toplam flavonoid igerikleri (mmol KAT/g ornek)?.

Beslenme Takviyesi Uriinii Ekstraktlar: TFdi (mmol KAT/g 6rnek)
Biberiye ekstrakti 0,13+0,01

Biberiye ekstrakt hidrolizat: 0,03+1,52x10°3
Kudret nar1 ekstrakt: 0,01+6,09x10*

0,005+2,57x10*
0,03 +4,77x10
0,006+ 8,11x10°

Kudret nar1 ekstrakt hidrolizati
Ginkgo biloba ekstrakt:

Ginkgo biloba ekstrakt hidrolizati

2Sonuglar; ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

Beslenme takviyelerinden iiziim ¢ekirdegi tabletlerinin AlCls/NaNO2 yontemi ile toplam

flavonoid igerikleri ¢okelti olusumundan dolay1 goriilememektedir.
4.3. KROMATOGRAFIK ANALIZ SONUCLARI

4.3.1. HPLC Yonteminin Antioksidan Standartlarina Uygulanmasi

Tablo 4.9°da, ¢alisilan iirlinlerde bulunmas1 muhtemel fenolik bilesikler goriilmektedir. S6z
konusu polifenolik bilesik standartlarin HPLC’de gelistirilen yontemlerle elde edilen pik
alanlar1 (dedeksiyon dalgaboylarindaki) ile derisim arasinda olusturulan ¢alisma
grafiklerinden belirlenmis olan dogru denklemleri, korelasyon katsayilari, ve dogrusal

araliklar1 Tablo 4.10’da goriilmektedir.

Tablo 4.9: Literatiir bilgilerine gore ¢alisilan tiriinlerde bulunmasi1 muhtemel fenolik bilesikler.

Ornek Fenolik bilesik Ornek Fenolik bilesik
Katesin Kafeik asit
Epikatesin Kuersetin
KUDRET
o Gallik Asit NARI Rutin
UZUM . .
CEKIRDEGI Flav9n N K|O-I’Oje-nlk Asit
Prosiyanidin B2 Apigenin
Resveratrol Luteolin
Siyanidin Kamferol
Kafeik asit glllgggg Rutin
, . Rozmarinik Asit Kafeik asit
BIBERIYE .
Karnosol Kuersetin
Karnosik Asit
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Tablo 4.10: Baz fenolik bilesiklerin HPLC ile elde edilen dogru denklemleri, korelasyon katsayilari
ve dogrusal araliklari.

Antioksidan Dalgaboyu Dogru Denklemi n Dogrusal Arahk
(nm) (mol/L)

Katesin 280 y =4,0x108 ¢ + 2673,7 0,9945 1,00 x 10°%- 2,00 x10 *
Epikatesin 280 y =9,0x107 ¢ + 564,07 0,9987 1,00 x 10°%- 2,00 x10 *
Gallik Asit 280 y =6,8x10° ¢ - 30032 0,9684 1,00 x 10°%- 2,00 x10 *
Flavon 280 y =7,4x10°c + 15669 0,9984 1,00 x 10°%- 2,00 x10 *
Prosiyanidin B2 280 y =5,0x108 ¢ + 398,30 0,9898 2,60 x 10°- 3,46 x 104
Resveratrol 280 y =8,2x10° ¢ - 4990,4 0,9765 1,00 x 10°°- 2,00 x10
Siyanidin Kloriir 520 y =8,0x10%¢c - 40416 0,9413 1,55 x 10°%- 1,55 x10 *
Kafeik asit 280 y =9,0x108 ¢ + 51181 0,9728 1,00 x 10%- 2,00 x10
Rozmarinik Asit 280 y =9,2x108 ¢ + 3977,8 0,9992 1,00 x 10°%- 2,00 x10 *
Karnosol 280 y =3,2x108 ¢ — 2773,4 0,9928 1,00 x 10%- 2,00 x10
Karnosik Asit 280 y =1,4x108c - 2184,4 0,9824 1,00 x 10°°- 2,00 x10
Kuersetin 320 y =5,2x10%¢c + 11103 0,9995 1,00 x 10-%- 2,00 x10
Rutin 320 y =7,0x10%c - 32435 0,9958 1,00 x 10-%- 2,00 x10
Klorojenik Asit 320 y =6,0x10° ¢ + 38961 0,9986 1,00 x 10°%- 2,00 x10
Apigenin 340 y = 6,4x10° ¢ - 21453 0,9749 1,00 x 10-°- 2,00 x10
Luteolin 340 y = 6,0x10° ¢ - 12803 0,9844 1,00 x 10°%- 2,00 x10
Kamferol 340 y =7,2x108 ¢ + 21411 0,9830 1,00 x 10-%- 2,00 x10

Tablo 4.10°da verilen dogru denklemlerinde y: pik alani, c: derisim ve r: korelasyon

katsayisini ifade etmektedir.
4.3.1.1. Uziim Cekirdegi Tabletlerinde Bulunmasi Muhtemel  Standartlarimin
Kromatogramlar

Sekil 4.6-4.9°da tliziim ¢ekirdegi tabletlerinde bulunmasi muhtemel antioksidan standartlarinin

HPLC yontemiyle elde edilen kromatogramlari goriilmektedir.
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Sekil 4.6: Standartlarin kromatogrami. 1: Gallik asit, 2: Katesin, 3: Epikatesin, 4: Resveratrol (A: 280
nm).
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Sekil 4.7: Siyanidin kloriir standardinin kromatogrami (A: 520 nm).
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Sekil 4.8: Flavon standardinin kromatogrami (A: 280 nm).
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Sekil 4.9: Prosiyanidin B2 standardinin kromatogrami (A: 280 nm).

4.3.1.2. Biberiye Tabletlerinde Bulunmasi Muhtemel Standartlarin Kromatogramlart

Sekil 4.10-4.13’de biberiye tabletlerinde bulunmasi muhtemel antioksidan standartlarinin

HPLC yontemiyle elde edilen kromatogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.10: Kafeik asit standardinin kromatogrami (A: 280 nm).
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Sekil 4.11: Karnosik asit standardinin kromatogrami (A:280 nm).
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mAT
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Sekil 4.12: Karnosol standardinin kromatogrami (A: 280 nm).

o 1 10 o s s
Zaman (dakika)

Sekil 4.13: Rozmarinik asit standardinin kromatogrami (A: 280 nm).

4.3.1.3. Kudret Nar1 Tabletlerinde Bulunmasi Muhtemel Standartlarin Kromatogramlart

Sekil 4.14-4.16°da kudret nar1 tabletlerinde bulunmasi muhtemel antioksidan standartlarinin

HPLC yontemiyle elde edilen kromatogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.14: Rutin standardinin kromatogrami (A: 320 nm).

Sekil 4.15: Klorojenik asit standardinin kromatogrami (A: 320 nm).
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Sekil 4.16: Kafeik asit standardinin kromatogrami (A: 320 nm).

4.3.1.4. Ginkgo Biloba Tabletlerinde Bulunmast Muhtemel Standartlarin Kromatogramlar

Sekil 4.17-4.18’de ginkgo biloba tabletlerinde bulunmasi muhtemel antioksidan

standartlarinin HPLC yontemiyle elde edilen kromatogramlari goriilmektedir.

3
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i g 7
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Zaman (dakika)

Sekil 4.17: Standart maddelerin 280 nm’deki kromatogrami. 1: Vanilik asit, 2: Kafeik asit, 3: Rutin, 4:

Kuersetin, 5: Luteolin, 6: Kamferol, 7: Apigenin.
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Sekil 4.18: Standart maddelerin 340 nm’deki kromatogrami. 1: Kafeik asit, 2: Rutin, 3: Kuersetin, 4:
Luteolin, 5: Kamferol, 6: Apigenin.

4.3.2. Cahsilan Beslenme Takviyesi Uriinlerinin Kromatografik Analizleri

Beslenme takviyelerinin kromatografik analizinde bilesenler uygun oranda seyreltilen

ekstraksiyon ¢ozeltilerine yapilan standart eklemeler ile belirlendi.

4.3.2.1.Uziim Cekirdegi Tabletlerinin Kromatografik Analizi

Uziim ¢ekirdegi tableti iki farkli ¢ozeltide ekstrakte edilerek HPLC’ye verildi. 280 nm’de
metanollii ekstraktinda epikatesin, resveratrol ve flavon; hidrolizatinda ise Kkatesin,
prosiyanidin B2 ve resveratrol belirlendi. Asitli metanol ekstraktinda ve hidrolizatinda 280

nm’de katesin, gallik asit ve resveratrol; 520 nm’de siyanidin kloriir standarti tespit edildi.
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Sekil 4.19: Uziim cekirdegi tableti metanollii ekstraktinin (% 80 MeOH) kromatogramu 1: Epikatesin,
2: Resveratrol, 3: Flavon (A: 280 nm).
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Sekil 4.20: Uziim cekirdegi tabletinin metanollii (% 80 MeOH) hidrolizatimin kromatogramu; 1:
Katesin, 2: Prosiyanidin B2, 3: Resveratrol (A: 280 nm).
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Sekil 4.21: Uziim ¢ekirdegi tableti asitli metanollii ekstraktinin kromatogranu 1: Gallik asit, 2:
Katesin, 3: Resveratrol (A: 280 nm).
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Sekil 4.22: Uziim ¢ekirdegi tableti asitli metanollii ekstraktinin (% 1 HCI igeren % 80 MeOH )
kromatogrami 1: Siyanidin kloriir (A: 520 nm).



51

3
15335
14335

=
‘é 5355
43.38
1 2
] 10 0 N 40 ) £0

Zaman (dakika)

Sekil 4.23: Uziim cekirdegi tableti asitli hidrolizati kromatogrami (% 1 HCI iceren % 80 MeOH)
kromatogramu 1: Gallik asit, 2: Katesin, 3: Resveratrol (A: 280 nm).
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Sekil 4.24: Uziim gekirdegi tableti asitli hidrolizat: (% 1 HCI igeren % 80 MeOH) kromatogrami
kromatogrami 1: siyanidin kloriir (A: 520 nm).

Uziim ¢ekirdegi kapsiiliinin metanollii ekstraktinda 280 nm’de belirlenen bilesenler;
epikatesin, resveratrol ve flavon; hidrolizatinda ise katesin, prosiyanidin B2 ve
resveratrol’diir. Asitli metanol ekstrakti ve hidrolizatinda ise 280 nm’de; katesin, gallik asit ve

resveratrol; asitli hidrolizatinda 520 nm’de siyanidin tespit edildi. Lacopini ve dig.’nin [46]
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yaptiklar1 ¢alismada Toskana’ya ait iiziim tiirlerinin kabuk ve cekirdeklerinden elde edilen
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, toplam fenol ve antosiyanin igerikleri belirlenmis, UV
dedektorlii HPLC analizleri ile bes fenolik bilesenin (katesin, epikatesin, kuersetin, rutin ve
resveratrol) miktarlart belirlenmistir. Calismamizda iiziim ekstraktlarinda bulunan fenolik

bilesenlerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.3.2.2. Biberiye Tabletlerinin Kromatografik Analizi

Biberiye tableti % 80 metanol ¢ozeltisiyle ekstrakte edilerek HPLC’ye verildi ve 280 nm’de
calisildi. Biberiye tabletinin 280 nm’de metanollii ekstraktinda kafeik asit, rozmarinik asit,
karnosol ve karnosik asit standartlari belirlendi. Biberiye hidrolizati bozunmaya ugradigindan

analiz edilemedi.

i 2
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4338 1 4
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Zaman (dakika)

Sekil 4.25: Biberiye tabletinin metanollii ekstraktinin (% 80 MeOH) kromatogrami. 1: Kafeik, 2:
Rozmarinik asit, 3: Karnosol, 4: Karnosik asit (A: 280 nm).

Biberiye kapsiilii ekstraktinda HPLC ile kafeik asit, rozmarinik asit, karnosol ve karnosik asit
belirlendi. Bu bilesenler standart bilesiklerin kromatogramlar: ile karsilagtirma yapilarak
tespit edildi. Biberiye hidrolizati bozunmaya ugradigindan HPLC analizleri yapilamadi.
Troncoso ve dig. [49] Sili ve diger iilkelerden toplanan taze biberiye 6rneklerinde HPLC
yontemi ile UV-goriiniir bolgede fenolik antioksidanlar1 saptamislardir. Uygulanan HPLC
yontemleriyle (230 ve 330 nm) 10 dk gibi kisa bir siirede karnosik asit, karnosol ve
rozmarinik asit belirlenmistir. Caligmamizda biberiye ekstraktinda bulunan fenolik

bilesenlerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmistiir.
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4.3.2.3. Kudret Nar1 Tabletlerinin Kromatografik Analizi

Kudret nar1 tableti % 80 metanol ¢ozeltisiyle ekstrakte edilerek HPLC’ye verildi ve 320
nm’de calisildi. Kudret narinin ekstraktinda klorojenik asit, rutin ve kuersetin; hidrolizatinda

ise kafeik asit, rutin ve kuersetin standartlar1 saptandi.
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Sekil 4.26: Kudret nar1 tabletinin metanollii ekstraktinin (% 80 MeOH) kromatogrami 1: Klorojenik
asit, 2: Rutin, 3: Kuersetin (A: 320 nm).
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Sekil 4.27: Kudret nar1 tableti hidrolizatt (% 80 MeOH) kromatogrami. 1: Kafeik asit, 2: Rutin, 3:
Kuersetin (A: 320 nm).

Kudret nar1 kapsiiliiniin ekstrakt ve hidrolizatlarinin fenolik igerikleri HPLC ile 320 nm’de
belirlendi. % 80 (v/v) MeOH’l1 ekstraktta klorojenik asit, rutin ve kuersetin; hidrolizatta ise
kafeik asit, rutin ve kuersetin bilesenleri saptandi. Kubola ve Siriamornpu [61] kudret narinin
yaprak, kok ve meyve ekstraktlarinda fenolik bilesiklerin tanimlanmasi i¢in HPLC yontemi
kullanmiglardir ve 278 nm’de HPLC analizlerini gerceklestirmislerdir. Orneklerde baslica
fenolik bilesik olarak; gallik asit, kafeik asit ve katesin belirlenmistir. Calismamizda kudret

nar1 ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesenlerin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.3.2.4. Ginkgo Biloba Tabletlerinin Kromatografik Analizi

Ginkgo biloba tableti % 80 metanol ¢ozeltisiyle ekstrakte edilerek HPLC’ye verildi ve 340
nm’de ¢aligdi. Ekstrakt ve hidrolizatinda rutin, luteolin, kamferol, apigenin ve kuersetin

standartlar1 belirlendi.
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Sekil 4.28: Ginkgo biloba tableti metanollii ekstraktinin (% 80 MeOH) kromatogrami. 1: Rutin, 2:
Kuersetin, 3: Luteolin, 4: Kamferol, 5: Apigenin (A: 340 nm).
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Sekil 4.29: Ginkgo biloba tableti hidrolizat1 (% 80 MeOH) kromatogrami 1: Rutin, 2: Kuersetin, 3:
Luteolin, 4. Kamferol, 5: Apigenin (A: 340 nm).

Ginkgo biloba kapsiilii ekstrakt ve hidrolizatlarinin HPLC analizinde 340 nm’de belirlenen
fenolik bilesikler; rutin, luteolin, kamferol, apigenin ve kuersetin’dir. Ticari ginkgo biloba
tirtinlerinin MeOH ile hazirlanan ekstraktlart HPLC/MS (kiitle spektrometrisi) ile analiz

edildigi bir calismada onemli miktarda kuersetin ve rutin tiirevlerinin yani sira terpenik
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laktonlar bulundugu belirlenmistir [56]. Calismamizda kudret nari ekstraktlarinda bulunan

fenolik bilesenlerin literatiir ile uyumlu oldugu gorilmiistiir.

4.3.3.HPLC-CUPRAC ve HPLC-ABTS Yontemleri ile Belirlenmis Teorik TAK

Degerleri

Tablo 4.11°de beslenme takviyesi triinlerinin ekstrakt ve hidrolizatlarinin birlestirilmis
HPLC-CUPRAC ve HPLC-ABTS yontemleri ile bulunmus teorik toplam antioksidan
kapasite degerleri (mmol TR/g ornek) goriilmektedir. Parantez ig¢inde bulunan degerler
HPLC’den hesaplanan kapasite degerlerinin, spektrofotometrik kapasite degerlerine
boliinmesiyle, HPLC yardimiyla hesaplanan kapasitenin spektrofotometrik yolla bulunan
kapasitenin % kacin1 belirleyebildigini ifade etmektedir. Tabloda gosterilen HPLC-
CUPRACN, HPLC-CUPRAC; ve HPLC-ABTS ifadeleri HPLC’de belirlenen derisimlerin
sirastyla  CUPRAC-normal, CUPRAC-inkiibasyonlu ve ABTS yontemindeki TEAC

katsayilar1 kullanilarak hesaplanan kapasiteyi ifade etmektedir.

Tablo 4.11: Beslenme takviyesi ftrlinlerinin ekstrakt ve hidrolizatlarinin birlestirilmis HPLC-
CUPRAC ve HPLC-ABTS yontemleri ile bulunmus teorik TAK (mmol TR/g 6rnek) degerleri
ve HPLC ile belirlenebilen toplam antioksidan kapasite yiizdeleri.

Beslenme Takviyesi Uriinii Ekstraktlar: HPLC-CUPRACN HPLC-CUPRAC HPLC-ABTS

Uziim cekirdegi ekstrakt:

Uziim ¢ekirdegi ekstrakt hidrolizati
Asitli iziim ¢ekirdegi ekstrakt

Asitli iiziim ¢ekirdegi ekstrakt hidrolizati
Biberiye ekstrakti

Biberiye ekstrakt hidrolizati

Kudret nar1 ekstrakti

Kudret nar1 ekstrakt hidrolizati

Ginko Biloba ekstrakti

Ginkgo Biloba ekstrakt hidrolizati

0,42 (% 46,15)
0,18 (% 42,86)
0,71 (% 57,26)
0,32 (% 56,14)
0,31 (% 39,24)
0,04 (% 22,22)
0,03 (% 37,50)
0,03 (% 42,86)
0,04 (% 33,33)

0,02 (% 40,00)

0,68 (% 59,13)
0,21 (% 44,68)
0,76 (% 48,10)
0,28 (% 43,75)
0,61 (% 47,29)
0,08 (% 36,36)
0,07 (% 46,67)
0,06 (% 54,55)
0,14 (% 43,75)

0,02 (% 33,33)

0,37 (% 51,39)
0,11 (% 36,67)
0,34 (% 47,89)
0,16 (% 48,49)
0,19 (% 46,34)
0,05 (% 41,66)
0,04 (% 36,36)
0,04 (% 57,14)
0,05 (% 35,71)

0,03 (% 42,86)
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4.3.4, HPLC Yontemlerinin Geri Kazanim Testleri

Ornek ekstraktlaria ve hidrolizatlarina standart antioksidan bilesik katkilar1 yapilarak HPLC
yonteminin geri kazanimi test edildi. Antioksidan bilesiklerin HPLC yontemi ile elde edilen
dogru denklemleri yardimiyla ayr1 ayr1 % geri kazanim degerleri hesaplandi ve degerler Tablo
4.12°de gosterildi.

Tablo 4.12: Ornek ekstraktlarina ve hidrolizatlarna ilave edilen fenolik bilesiklerin uygun HPLC
yontemiyle belirlenmis olan % geri kazanim degerleri.

% Geri Kazamim % Geri kazanim

Ornek Fenolik bilesik (Ekstrat) (Hidrolizat)
Katesin 97.1 97.7
Epikatesin 97.3 97.4
Gallik Asit 95.6 94.6
UzZUM Flavon 97.9 -
Prosiyanidin B2 - 97.8
Resveratrol 98.7 99.0
Siyanidin Kloriir - 95.7
Kafeik asit 97.8 -
Rozmarinik Asit 99.7 -
BIBERIYE
Karnosol 97.5 -
Karnosik Asit 97.0 -
Kafeik asit - 97.0
Kuersetin 95.7 95.2
KUDRET NARI
Rutin 97.2 96.0
Klorojenik Asit 98.9 -
Apigenin 99.8 92.0
Luteolin 97.0 93.8
GINGKO BILABO  Kamferol 95.6 99.7
Rutin 96.3 96.0

Kuersetin 95.0 98.4
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda hastaliklardan korunmak veya hastaliklarin etkisini hafifletmek amaciyla ya da
hastaliklarin tedavisi igin c¢esitli bitkilerin ve/veya bitkisel tibbi iirlinlerin kullanimi tiim
toplumlarda giderek artmaktadir. Tez ¢aligmasi kapsaminda giiniimiizde yaygin olarak ¢esitli
hastaliklar1 6nlemede beslenme takviyesi olarak kullanilan, kudret nari, ginkgo biloba,
biberiye ve iiziim ¢ekirdegi ile hazirlanmis kapsiil formunda firtinler ile galisildi. Beslenme
takviyeleri kapsiillerinin TAK, TFi ve TFdI degerleri ile biyoaktif temel bilesiklerinin HPLC
yontemi kullanilarak arastirildigi bu c¢alismada, degisik yontemlerle elde edilen sonuglar
mevcut standart maddelerle ve literatiir verileriyle karsilagtirilarak degerlendirildi. TAK tayini
icin spektrofotometrik yontemlerden bu amagla yaygin kullanimi olan CUPRAC (normal ve
inkiibasyonlu) ve ABTS/Persiilfat ve yontemleri uygulandi. CUPRAC yonteminin tercih
edilme nedeni, kolay, hizli, etkili ve maliyetinin disiik olmasi, bu yontemde kullanilan
reaktifin kromojenik radikal reaktiflerinden (ABTS ve DPPH gibi) ¢cok daha kararli olmasi1 ve
bu yontem ile fizyolojik pH'a yakin ortamlarda calisilabilmesidir. Calisilan drneklerin TFI
degerleri Folin-Ciocalteu yontemi, TFdI degerleri ise AICIs/NaNO; ydntemi ile belirlendi.

Tez kapsaminda ilk olarak, kapsiil formundaki bitkisel iiriinlerin ekstraksiyonu igin uygun
¢oziicii se¢imi yapildi. Uziim ¢ekirdegi, biberiye, ginkgo biloba kapsiillerinin toz halindeki
ornekleri ve kudret nar1 kapsiiliiniin macunumsu kiitlesinin ¢ok kiiciik parcalara ayrilmig
ornekleri % 50, % 70 ve % 80 (v/v) MeOH coziiclileri ile ultrasonik banyo kullanilarak
ekstrakte edildi. Uziim ¢ekirdegi 6rnegi i¢in ayrica % 1 (v/v) HCl iceren % 50, % 70 ve % 80
(v/v) MeOH coziiciileri kullanilarak ekstraksiyon islemleri gerceklestirildi. Elde edilen tiim
ekstraktlarin UV-goriiniir bolge spektrofotometresi kullanilarak 200-400 nm dalga boyu
araliginda spektrumlar1 alindi. Bunun sonucunda oOrneklerin ekstraksiyonlart i¢in uygun
¢oziicliler; liziim ¢ekirdegi i¢in % 80 MeOH ve % 1 (v/v) asit igeren % 80 MeOH ve digerleri
igin ise % 80 MeOH olarak belirlendi. Coziicii ortamlar1 belirlendikten sonra ayni ortamda
hazirlanan TR standardina CUPRAC ve ABTS/Persiilfat yontemleri; GA standardina Folin-
Ciocalteu ve KAT standardina AICIs/NaNO: yontemi uygulanarak derisim-absorbans arasinda
olusturulan calisma grafiklerinin dogru denklemleri (y: absorbans, c: derisim) ve korelasyon

katsayilar1 (r) hesaplandi (Tablo 4.1). Ayni sekilde 6rneklerde bulunmasi muhtemel diger
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polifenolik bilesiklere de ayr1 ayr1 yontemler uygulanarak derisim-absorbans arasinda
olusturulan ¢alisma grafiklerinin dogru denklemleri (y: absorbans, c: derisim) ve korelasyon

katsayilari (r) hesaplandi (Tablo 4.2-4.4).

Indirgen giicii dlgiilecek antioksidan bilesigin 1 mM’lik ¢dzeltisinin aktivitesine esdeger olan
TR ¢6zeltisinin mM derisimi, TEAK katsayisini ifade eder. TEAKcuprac katsayilari, fenolik
bilesiklerin & degerleri TR un ayn1 kosullardaki € degerine (normal yéntem icin err=1.67x 10*
L/mol.cm) oranlanarak hesapland: (Esitlik 4.1). Bu degerlere gore bazi fenolik antioksidanlar
icin CUPRAC ve ABTS/Persiilfat yontemleri ile Tablo 4.5’deki veriler elde edildi.

Beslenme takviyesi iriinlerinin CUPRAC ve ABTS/Persiilfat yontemleriyle bulunan TAK
degerleri esitlik 4.2 kullanilarak hesaplandi ve sonuglar karsilastirildi (Tablo 4.6). Sonuglar
degerlendirildiginde beslenme takviyesi {riinlerinde en yiiksek TAK degerlerinin iiziim
¢ekirdegi ekstraktlarna ait oldugu goriildii. Aynm1 zamanda genel olarak en yiiksek TAK
degerleri CUPRAC yontemiyle elde edildi. ABTS/Persiilfat yontemiyle diisiik degerlerin elde
edilmesinin nedeni, 6rnek matriksinde TAK tayini i¢cin ABTS yonteminin (6rnegin redoks
potansiyeli veya c¢oOziinme Ozellikleri itibariyla) yetersiz kalmasi ve ayni zamanda iki
yontemin mekanizma farkliliklar1 ile agiklanabilir. Bunun yanisira en yiiksek dgerlerin
CUPRAC yontemiyle elde edilmesi, yontemin 6rnek matriksinde TAK tayini i¢in uygun ve
verimli oldugunu gostermektedir. Bu durum CUPRAC yonteminin daha fazla fenolik
maddeyi ¢oziindiirerek yiikseltgemesi sonucu diger referans yontemlere olan iistiinliigiini

dogrulamaktadir.

Calisilan bitkisel iirtinlerde bulunan baslica fenolik bilesikler HPLC yontemi ile saptandi ve
fenolik bilesen igerikleri belirlendi. HPLC yontemleri her bir kapsiil i¢in boliim 3.5.5°de
belirtilen sekilde ayr1 ayr1 uygulandi.

Uziim ¢ekirdegi kapsiiliiniin HPLC analizinde iki farkli ¢oziicii {(metanol:su (80:20, v/v) ve
% 1 (v/v) HCl igeren metanol:su (80:20, v/v)} ile hazirlanan ekstraktlar kullanildi ve 6lgtimler
280 nm ile 520 nm olmak iizere iki farkli dalga boyunda yapildi. Uziim cekirdegi kapsiiliiniin
MeOH ekstraktinda 280 nm’de belirlenen bilesenler; epikatesin, resveratrol ve flavon;
hidrolizatinda ise katesin, prosiyanidin B2 ve resveratrol’diir. Asitli metanol ekstrakti ve
hidrolizatinda ise 280 nm’de; katesin, gallik asit ve resveratrol; asitli hidrolizatinda 520 nm’de

siyanidin tespit edildi. Lacopini ve dig.’nin [46] yaptiklar1 ¢alismada Toskana’ya ait {iziim
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tiirlerinin kabuk ve ¢ekirdeklerinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, toplam
fenol ve antosiyanin igerikleri belirlenmis, UV dedektorli HPLC analizleri ile bes fenolik
bilesenin (katesin, epikatesin, kuersetin, rutin ve resveratrol) miktarlar1 belirlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgularin literatiir verileri ile uyustugu goriilmektedir.

Biberiye kapsiilii ekstraktinin HPLC analizinde, 280 nm’de; kafeik asit, rozmarinik asit,
karnosol ve karnosik asit belirlendi. Bu bilesenler standart bilesiklerin kromatogramlar ile
karsilastirma yapilarak tespit edildi. Biberiye hidrolizati bozunmaya ugradigindan HPLC
analizleri yapilamadi. Troncoso ve dig. [49] Sili ve diger lilkelerden toplanan taze biberiye
orneklerinde HPLC yontemi ile UV-goriiniir bolgede fenolik antioksidanlari saptamislardir.
Uygulanan HPLC yontemleriyle (230 ve 330 nm) 10 dk gibi kisa bir siirede karnosik asit,
karnosol ve rozmarinik asit belirlenmistir. Calismamizda biberiye kapsiiliinde belirlemis

oldugumuz bilesenler literatiir verileri ile dogrulanmaktadir.

Kudret nar1 kapsiiliiniin ekstrakt ve hidrolizatlarinin fenolik igerikleri HPLC ile 320 nm’de
belirlendi. % 80 (v/v) MeOH’l1 ekstraktta klorojenik asit, rutin ve kuersetin; hidrolizatta ise
kafeik asit, rutin ve kuersetin bilesenleri saptandi. Kubola ve Siriamornpu [61] kudret narinin
yaprak, kok ve meyve ekstraktlarinda fenolik bilesiklerin tanimlanmasi icin HPLC yontemi
kullanmislardir. Gradient eliisyon programu ile ikili mobil faz sistemi kullanilarak (A: % 3
(v/v) asetik asit ve B: % 3 asetik asit: % 25 asetonitril: % 72 su, v/v/v) 278 nm’de 75 dakika
siirede HPLC analizlerini gerceklestirmislerdir. Orneklerde baslica fenolik bilesik olarak;
gallik asit, kafeik asit ve katesin belirlenmistir.

Ginkgo biloba kapsiilii ekstraktinin HPLC analizinde 340 nm’de belirlenen fenolik bilesikler;
rutin, luteolin, kamferol, apigenin ve kuersetin’dir. Ekstrakt hidrolizatinda kamferol, apigenin
ve kuersetin ekstrakta gore daha yiiksek miktarlarda belirlenmistir. Ticari ginkgo biloba
tiriinlerinin MeOH ile hazirlanan ekstraktlar1t HPLC/MS (kiitle spektrometrisi) ile analiz
edildigi bir ¢aligmada O6nemli miktarda kuersetin ve rutin tiirevlerinin yani sira terpenik
laktonlar bulundugu belirlenmistir [56]. Bir diger ¢alismada [66] ise ginkgo biloba bitkisi
ekstraktinda, UHPLC-DAD-QToF-MS (ultra yiiksek performansh sivi kromatografi-DAD
dedektorii-ugus zamanl kiitle spektrometri) yontemi ile yapilan analiz sonucunda, rutin,
kuersitrin, kamferol, kuersetin, kamferol-3-O-rutinozit, kamferol-glikozit, isoramnetin vb.
flavonoidler tespit edilmistir. Calistigimiz ginkgo biloba kapsiilii ekstraktinda belirlemis

oldugumuz bilesenler; rutin, luteolin, kamferol, apigenin ve kuersetin’dir.
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Tablo 4.11° de beslenme takviyesi iriinlerinin ekstrakt ve hidrolizatlarinin birlestirilmis
HPLC-CUPRAC ve HPLC-ABTS yontemleri ile bulunmus teorik toplam antioksidan
kapasite degerleri (mmol TR/g 6rnek) goriilmektedir. Ayrica parantez i¢cinde HPLC ile
belirlenebilen toplam antioksidan kapasite yiizdeleri hesaplanarak verilmistir. Tiim standartlar
olmadigi icin teorik verimde % 100’e ulagsmak miimkiin olamamistir. Calisilan beslenme
takviyesi triinlerinin HPLC ile edilen kapasite degerleri; CUPRAC yontemi ile elde edilen
kapasite degerlerinin iiziim ¢ekirdegi asitli ve asitsiz ekstraktlarinda % 46-57; iiziim ¢ekirdegi
asitli ve asitsiz ekstraktlarin hidrolizatlarinda % 43-56; biberiye ekstrakt ve hidrolizatinda %
39-22; kudret nar1 ekstrakt ve hidrolizatinda % 38-43; ginkgo biloba ekstrakt ve hidrolizatinda
% 33-40’lik kismini1 belirlemektedir.

Ornek ekstrakt ve hidrolizatlarma standart antioksidan bilesik katkilar1 yapilarak HPLC
yonteminin geri kazanimi test edildi ve ekstrakt bilesiminin fenolik bilesenlerin geri
kazanimlarina etkisi arastirildi. Tablo 4.12°deki verilere bakildiginda tiziim ¢ekirdegi ekstrakt
ve hidrolizatlarinda % 94,6-99,0; biberiye ekstraktinda % 97,0-99,7 kudret nar1 ekstrakt ve
hidrolizatlarinda % 95,2-98,9; ginkgo biloba ekstrakt ve hidrolizatlarinda % 92,0-99,8

araliklarinda % geri kazanim elde edildigi goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar gostermektedir ki uygulanan yontemler; tiziim c¢ekirdegi, biberiye,
ginkgo biloba ve kudret nar1 bitkileri ile bunlardan hazirlanan triinlerin analizi, 6rneklerin

orijinalliginin belirlenmesi i¢in kullanilabilecek niteliktedir.
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