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SIMGE VE KISALTMALAR

ABAP: 2,2’-azobis (2-amidinopropan) hidroklorit
ABTS: 2,2’-Azinobis (3-etilbenzentiazolin-6-siilfonat)
APPH: 2,2’-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorit
ATP: Adenozin tri fosfat

BHA: Biitillendirilmis hidroksianisol

BHT: Biitillendirilmis hidroksitoluen

CAT: Katalaz

DPPH: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

FCR: Folin-Ciocalteu reaktifi

FRAP: Demir (II) iyonu indirgeme giicii

FTC: Ferrik tiyosiyanat

GAE: Gallik asit esdegeri

GSH: Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

GSH-Red: Glutatyon rediiktaz

GSSG: Okside glutatyon

HEM: Hemoglobin

KS: Kuru labada su ekstrakti

KM: Kuru labada metanol ekstrakti

NADPH: Nikotinamidadenindiniikleotid fosfat



NAS: N-asetil sistein

NBT: Nitrotetrazolium blue kloriir

ORAC: Oksijen radikalini absorplama kapasitesi
PKE: Pirokatesol esdegeri

PMS: Fenazin metasiilfat

RNS: Reaktif nitrojen tiirleri

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

RSS: Reaktif siilfiir tiirleri

SOD: Stiperoksit dismutaz

SR: Serbest radikal

TBHQ: t-biitil hidroksikinon

TEAC: Trolox ekivalenti antioksidan kapasitesi
TPC: Toplam fenolik madde

TRAP: Toplam radikal tutma parametresi
Trolox: 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilikasit
TS: Taze labada su ekstrakti

TM: Taze labada metanol ekstrakti

QUE: Quersetin esdegeri

XOD: Ksantinoksidaz



GIRIS VE AMAC

Serbest radikaller (SR) eslesmemis elektrona sahip molekiillerdir. Bu eslesmemis
elektronlar en dis enerji yoriingesinde bulunur ve reaktiflik 6zellikleri vardir. Serbest
radikallerin neden oldugu hasara oksidatif stres denir. Bu hasar1 6nleyen maddeler antioksidan
olarak tanimlanir (1).

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin aktivasyonunu engellerler. Reaktif oksijen
turlerinin (ROT) canli viicudunda artis1 hiicresel hasarin ana nedeni olarak bilinir. Kanser,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarda da rol oynarlar (2).

Canli viicudunda serbest radikallerin tiretimi sonucu lipid peroksidasyonu meydana
gelir. Biyolojik sistemler serbest radikalleri noétralize etmek, hiicreleri zararl etkilerden
korumak igin yeterince etkili ve yiiksek oranda koruyucu antioksidan sistemler ile
donatilmustir (3).

Calismamizda labada yapraklarinin su ve metanol ekstraktlarinin SR giderme ve
antioksidan aktiviteleri farkli metotlar kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan aktiviteyi
belirlemek i¢in ekstraktlarin toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoid igerigi, klorofil ve
karotenoid igerikleri, toplam ferrik iyonlarini indirgeme kapasitesi, H2O. giderme aktivitesi,
fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivitesi, siiperoksit anyon radikalini giderme
aktivitesi, ABTS<" (2,2-Azinobis(3-etilbenzentiazolin-6-siilfonat)) ve DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi, Fe*? iyonlarmi selatlama aktivitesi, ferrik
tiyosiyanat metodu ile toplam antioksidan aktivitesi, CUPRAC metodu, hidroksil radikalini
temizleme 6zelligi ve LC-MS/MS ile fenolik madde igerigi tayin edilmistir. Sonuglar standart
olarak kullanilan Kkatesol, askorbik asit, gallik asit, kuersetin, a-tokoferol, BHA
(Biitillendirilmis hidroksianisol), BHT (Biitillendirilmis hidroksitoluen) gibi antioksidan

maddeler ve literatiir verileriyle karsilastirilarak degerlendirilmistir.



GENEL BIiLGILER

SERBEST RADIKALLER
Serbest radikaller; bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip atom ya da
molekiillerdir. Bu eslesmemis elektronlar molekiiliin en dis enerji diizeyinde bulunmaktadir.
Yapilar1 kararsiz olmakla beraber, reaktiflik 6zellikleri de fazladir (4).
Serbest radikaller pozitif yikli, negatif yiikli veya noétral halde bulunabilirler (5).

Eslesmemis elektron; atom veya molekiiliin {ist kismina bir nokta konularak gosterilir (Xe).

Serbest radikaller 3 farkli yol ile meydana gelirler (6);
1) Kovalent baglarda homolitik kirilma ile:
XY - Xe + Ye
2) Molekiiliin elektron kaybetmesiyle:
A — A + e
3) Molekiile elektron transferi ile:

A + e — A

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen tireten radikaller, ROT olusturur. Hiicre i¢inde mitokondri tarafindan tiretilen
tirtinlerdir. Ayn1 zamanda enerji iiretim mekanizmalarinda bir yan {iriin olarak ortaya ¢ikarlar.
Biyolojik sistemlerde protein, RNA, DNA ve bir¢ok molekiil gruplariyla tepkimeye girerek

zarar verirler (7). Girdikleri tepkimeler sonucunda serbest radikal tiirlerini olustururlar (Tablo
1).



Tablo 1. Serbest radikal tiirleri

Radikalin Ad1 Formiilii Ozelligi

Hidrojen radikali He Radikal ¢esitlerinin bilinen en basit 6rnegidir.

Stiperoksit radikali Oz ™ Oksijen metabolizmasinda ilk iiriindjir.

Hidroksil radikali HO- En ¢ok reaktif olan oksijen radikalidir.

Hidrojen peroksit H20: Molekiiler hasar yetenegi ve reaktifligi en
diisiiktiir.

Perhidroksi radikali HO,e Lipid peroksidasyonunu hizlandirir.

Azotdioksit NO2e Sigara dumaninda bulunur.

Alkoksil RO- Organik peroksitlerin yikimi sirasinda olusur.

Siiperoksit radikali (Oz¢)

Molekiiler oksijenin bir elektron almasi sonucu indirgenmesiyle olusur.

(0}

+ e — Oz

Gegis metallerinin otooksidasyonu, ksantin oksidaz enziminin ksantine etki etmesi ve

hemoglobinin pargalanmasi ile olusan hematoporfirinin fotoaktivasyonu

stiperoksit anyonu olusur (8).

Hidroksil radikali (HOe)

sonucunda

Hidroksil radikali, Harber Weiss ve Fenton reaksiyonu sonucunda olusur. Fenton

reaksiyonu hidrojen peroksidin demir ve diger gecis metalleri varliginda indirgenmesidir.

Harber Weiss reaksiyonu ise siiperoksidin hidrojen peroksitle reaksiyonudur (9). Proteinler ve
lipidler ile DNA da hasara neden olmaktadir (10).

1) O + Fe¥* —
2) Fe?*  + H:02, —
3)02 + H02 —

Hidrojen peroksit (H202)

02

Fed*

+ Fe?

+ OH- + OH (Fenton reaksiyonu)

O, + OH + OHe (Harber-Weiss reaksiyonu)

Biyolojik membranlarda siiperoksit anyonunun dismutasyonu sonucu ve molekiiler

oksijenin iki elektron almasi veya Oz bir elektron almasi ile H2O> radikali olusur (9).




O; + 2e + 2H" — H.0O,
O + e + 2H" — H,0,

H20O, bir radikal olarak kabul edilmemesine ragmen, reaktif oksijen tiirleri i¢inde yer

alir. HEM proteinlerinin yapisini bozarak hasara neden olur (11).

Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynaklari

Serbest radikallerin hiicre i¢i kaynaklari

Serbest radikallerin hiicre i¢indeki kaynaklari; mitokondriyal elektron transport zinciri,
oksidatif stres, peroksizomlar, plazma membrani, oksidan enzimler, endojenik bilesiklerde
otooksidasyon, gecis metallerinin yer aldig1 yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlaridir (12).

Solunumsal patlama da bir hiicre i¢i kaynak olarak gosterilebilir (Sekil 1).
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Sekil 1. Solunumsal patlama ile serbest radikal olusumu (12)

Serbest radikallerin hiicre dis1 kaynaklar:
Serbest radikallerin hiicre disindaki kaynaklari; ilaglar, radyasyon, X 1511, UV, ozon,

sigara, stres, egzoz dumanlari ve bagimlilik yapan maddelerdir (12).



Serbest Radikallerin Etkileri

SR artisi1 ile oksidatif stres, hiicre hasar1 ve hiicre 6liimlerine neden olmaktadir (Sekil
2). Metabolizma, doku ve organlarda kanser, diyabet, Alzheimer, Parkinson, Down sendromu,
merkezi sinir sistemi hastaliklari, yaslanma, romatizmal ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile

DNA’da gen mutasyonlarina neden olmaktadir (13,3,14).
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Sekil 2. Hiicrede serbest radikallerin olusturdugu hasarlar (13)

ANTIOKSIDANLAR
Serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari engellemeye
yardimc1 bilesiklere ‘‘antioksidanlar’® denir. Antioksidanlar yiiksek oranda koruyucu
sistemlerdir. Serbest radikallere bastirici, toplayici, kirict ve onarict etki gosterirler (5).
Bastirict  etki, radikallerin  aktifliginin  azaltilip, aktif olmayan forma
dontstiiriilmesidir. Kirier etki, serbest radikallerin zincirlerinin kirilmasi ve fonksiyonlarinin
engellenmesidir. Toplayici etki, oksijen radikallerini toplama ve onlari daha zayif forma

dontistiirme etkisidir. Onaric1 etki ise serbest radikallerin olusturdugu hasarin onarilmasidir

(5).



Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Antioksidanlar; enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak

tizere 2 smifa ayrilir;

Enzimatik antioksidanlar, enzim yapisindaki antioksidanlardir. Bunlar glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), mitokondriyal sitokrom
oksidaz ve peroksiredoksinlerdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar; melatonin, bilirubin,

tirik asit, metal iyonunu baglayan proteinlerdir (15).
Enzimatik antioksidanlar

1-Siiperoksit dismutaz (SOD) (Siiperoksit Oksidorediiktaz, EC: 1.15.1.1): Siiperoksit
dismutaz, siliperoksit radikalini hidrojen peroksit molekiiliine doniistiiriir. Hidrojen peroksit

ise katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan yok edilir (16).

_ _ SOD
Oz +02¢ + 2H" —— H0; + O

2-Katalaz (CAT) (H202 Oksidorediiktaz, EC: 1.11.1.6): Bilinen en etkin enzimlerden
olup, 4 alt birimden olusur. HEM grubu igeren katalaz enzimi peroksizomlarda bulunur.

Biyolojik sistemlerde olusan H>O> molekiiliinii su ve molekiiler oksijene pargalar (17,18).

CAT
2H.0, — 2HO0 + 02

3-Glutatyon peroksidaz (GPx) (H202 Oksidorediiktaz, EC: 1.11.1.9): Oksidatif strese
kars1 koruyucu olan enzimin iki farkli formu bulunur; selenyum bagimli glutatyon peroksidaz
ve selenyum bagimsiz glutatyon-S-transferaz. Diisiik konsantrasyonlarda glutatyon

peroksidaz H20, molekiiliinii suya pargalar (19).

GSH-Px
H20;, + 2G-SH —— GSSG + 2H:0

4-Glutatyon rediiktaz (GSH-Red) (EC: 1.8.1.7): Glutatyon rediiktaz ytikseltgenmis
glutatyonu indirgenmis hale c¢evirir. Bu reaksiyon sirasinda elektronlarin NADPH’tan FAD’a

transferi gerceklesir.
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

NADPH ’1n kaynagi pentoz fosfat yoludur (6).



5-Glutatyon-S-transferaz (GST) (EC: 2.5.1.18): Dokular1 oksidatif hasara karsi

korumada, antioksidan savunma mekanizmasi olusturmasi agisindan hayati 6nemi vardir (20).

GST
ROOH + 2G-SH —— GSSG + ROH + H;0

6-Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Solunum zincirinde en son enzim olarak gérev alan

mitokondriyal sitokrom oksidaz siiperoksit molekiiliinii suya doniistiiriir.
40 + 4H' + 4e — 2H.0

7-Peroksiredoksinler: Oksidatif hasara karsi viicudu savunmada goérevli olan

peroksiredoksinler antioksidan proteinlerdir.
Ezimatik olmayan antioksidanlar

1-a-tokoferol (E vitamini): Zincir kirici antioksidan 6zellige sahip olan E vitamini
yagda ¢ozliniir ve hiicre membranlarinda bol miktarda bulunur (Sekil 3). Biyolojik sistemleri
lipid peroksidasyonuna karsi koruma yetenegine sahiptir. En aktif form olan a-tokoferol,

oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir (21).

CH,
HO

CH2CH2CHZCH;CH3

H
4O oL

CH3

Sekil 3. a-tokoferoliin yapisi

2-Askorbik asit (C vitamini): Antioksidan ozelligiyle birlikte birgok hiicresel
aktiviteye sahiptir (Sekil 4). Insan viicudunda L-glukolakton oksidaz enzim eksikliginden

dolay1 C vitamini iiretilememektedir, bu yiizden disaridan meyve ve sebze agirlikli beslenerek

almur (5).



HO

Sekil 4. Askorbik asidin yapisi

3-Melatonin (MLT): En giiglii antioksidanlardan biri olarak bilinen melatonin ayni

zamanda bir hormondur (Sekil 5). Oksidatif hasara kars1 hiicreyi korumada gorev alir (22).

H3CO H2 H

Sekil 5. Melatonin yapisi

4-Lipoik asit: Proteinlerin oksidatif hasarimi onlemede gorev alan lipoik asit, OH

radikalini ve H20O2 molekiiliinii nétralize eder (Sekil 6).

H
IES-COOH 2H+ 2e m—(Ci-COOH
s-s 4
SH SH
Lipoik Asit Dihidrolipoik asit

Sekil 6. Lipoik asidin dihidrolipoik aside indirgenme reaksiyonu

5-Flavonoidler: Flavonoidler polifenolik bilesiklerdir. Insan saghg iizerine faydal
olan bu bilesikler insan viicudunda sentezlenemezler. Yapilari difenil propan (Ce-Cs3-Ce)

karbon iskeleti iizerine karakterize edilmistir (Sekil 7).



Ce-Cs-Cs sistemi Flavonoidlerin genel yapisi

Sekil 7. Cs-C3-Cs sistemi ve flavonoidlerin genel yapisi

Flavonoidler reaktif oksijen ve azot tiirlerini temizleme, Fe ve Cu iyonlarini selatlama

ve ayn1 zamanda lipid peroksidasyonunu dnleme yetenegine sahiptirler (23).

6-Urik asit: Piirin metabolizmasinin son iiriini olan {tirik asit, serbest radikal

temizleyicisidir (Sekil 8). Metal iyonlarini baglayici 6zellige sahiptir (24).

0]
H
N
NH
0 |J\
N
N 0
H H

Sekil 8. Urik asit yapisi

7-Bilirubin: HEM metabolizmasimnin son iriiniidiir (Sekil 9). Bilirubin, lipid

peroksidasyonunda antioksidan olarak gorev yapar (25).

COO COO

Sekil 9. Bilirubin yapisi



8-Karotenoidler: Bitkilerde sentezlenebilen dogal pigmentlerdir (Sekil 10). Peroksil
radikallerini ve singlet oksijeni temizleyebilen etkili antioksidanlardandir. En bilinenleri A

vitamini 6nciisii olarak gorev yapan B-karoten ve likopendir (4).

Sekil 10. p-karoten yapisi

Likopen, NO2 ve H202 molekiillerini notral hale getiririr (Sekil 11).

Sekil 11. Likopen yapis1

9-Glutatyon: Tripeptit yapisinda olan glutatyon suda ¢ézlinme yetenegine sahip giiglii
bir antioksidandir (Sekil 12). Serbest radikalleri indirgeyerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korur. En 6nemli 6zelligi eritrositleri H2O2 molekiiliinden korumasi ve hemoglobinin tiyol

grubunu indirgenmis halde tutarak oksidatif hasar1 dnlemesidir (20).

NFe 1, Q Ho

N.C
Hooc MG ™MH-C N Ccoon
fo & e H
“SH

Sekil 12. Glutatyon yapisi
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Metal iyonlarim1 baglayan proteinler

Metal iyonlarin1 baglamada gorev alan proteinler; albiimin, ferritin, transferrin ve

seruloplazmindir (26,27).

1-Albiimin: Bakir iyonunu baglama yetenegine sahiptir. Hidroksil radikali olusumunu

ve lipid peroksidasyonunu engeller.
2-Ferritin: Demir iyonunu baglama ve depolama yetenegine sahiptir.
3-Transferrin: Dolagim sistemindeki serbest demir iyonlarini baglar.

4-Seruloplazmin: Plazmada bakir1 baglama yetenegine sahiptir. Fe™? iyonunu Fe*®

iyonuna yiikseltger.
Fitokimyasallar ve Siniflandirilmasi

Tim bitkiler metabolik aktiviteleri i¢in kimyasal bilesenler iiretmektedir. Bu

kimyasallara fitokimyasal denir ve ikiye ayrilir;
1-Birincil metobolitler: Seker ve yaglardir.
2-Ikincil metobolitler: Toksinler ve feromonlardir.

Bitkinin lireme ve kendini koruma amaciyla irettigi kimyasallar tedavi amagh
kullanilabilmektedir. Bunlardan elde edilen bazi ilaglar, inulin, kinin, morfin, kodein,
digoksindir (20).

Flavonoidler ve fitokimyasal etkileri

Flavonoidler insan besin zincirinde yer alan ve bitkilerde bulunan kimyasallardir.
Anti-alerjik, anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal, anti-kanser ve antidiyaretik etki
gostermektedir. Flavonoidlerin antioksidan aktiviteleri C ve E vitamini ile karsilastirildiginda

onlardan daha fazla aktiviteye sahip olduklari goriillmektedir (28).

Flavonoidlerin topoizomeraz enzimini inhibe ederek DNA mutasyonunu engelledikleri
ve akut 16semi igin etkili olduklart bilinmektedir. Ayrica kemotropik anti kanser ilaglarina

benzer sekilde etkileri de bulunmaktadir.
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Flavonoid acgisindan zengin besinlerin zihinsel fonksiyonlar {izerine etkileri de dnemli
bir husustur. Flavonoidler Alzheimer hastalig1 lizerine geri doniistiiriicti ve engelleyici etkilere

sahiptirler.

Norolojik proteinler ile etkileserek ndronlarin iletim yollarinda etki gostermektedirler.
Sinir sistemi bozukluklari, néron hiicrelerinin 6liimiiniin durdurulmasi ve damarlardaki kan

akisinin kapiler gecirgenliginin arttirilmasi yine flavonoidler sayesinde olmaktadir (28).
Calismada Kullanilan Bitki ve Genel Ozellikleri

Rumex (labada) L. cinsi siitotugiller (polygalaceae) familyasinda yer almaktadir.
Iliman ve tropik bolgelerde yayilis gosteren bu familya, otsu, ¢ali ve kiiciik aga¢ formunda

bitkilerdir. 12 cinse ait 750 tiir iceren familya siis bitkisi olarak ekonomik degere sahiptir (28).

Ulkemizde yetisen labada (rumex) farkli yorelerde evelik, develik, efelik gibi isimlerle
de anilmaktadir. Eksi olmayan tiirlerin yapraklar1 Anadolu’da evelik diye anilirken, eksi

yaprakli tiirleri kuzukulag: adiyla anilir.

Rumex patientia L. tiiri genel olarak ¢ok yillik 2 metreye kadar boylanabilen otsu bir
bitkidir (Sekil 13).

Sekil 13. Labada (Rumex patientia L.) yapraklari
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Diinya genelinde 200 farkli Rumex tiiri bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise 25 tiirti bulunur
ve 5 farkli hibrite sahiptir. Bunlardan en yaygin olan1 Rumex patientia L’dir. Bahge labadasi
olarak da bilinir. (29,30).

Yapraklar1 sarmal dizilimli, baz1 yapraklar1 ise yumurta seklinde ve kiit ucludur.
Mayis-Eyliil aylarinda ¢igek agar, yamag, tarla ve yol kenarlarinda bulunur. Labada yapraklari
antiradikal ~ Ozellik  gostermektedir. Kokleri antrakinon  glikozitleri, emodin-6-O-

glukopiranozit, flavonol, 6-klorokatesin gibi birgok fenolik bilesik igerir (28).

Labada yapraklar1 alternatif tipta oldukc¢a kullanilmaktadir. Laksatif, ditiretik,
antipiretik ve anti-inflamatuar 6zellik gostermektedir. Antrokinon tiirevleri osteoartrit

tedavisinde etkilidir. Ayrica kronik siniizit hastaligina kars1 da kullanilmaktadir.

Fitokimyasal profili degerlendirildiginde labadanin, antrokinonlar, tanninler ve
naftalen tiirevlerince zengin oldugu gorilmistiir. Yapraklarindan izole edilen bilesikler;
rumeksozid, labadozid ve oryantaloziddir. 1,5-dihidroksi-3-metil antrokinon, 1,3,5-
trihidroksi-6-hidroksimetil antrokinon, 1,5-dihidroksi-3-metoksi-7-metil antrokinondur (31).

Labada yapraklarinin rutin, hiperozid, kuersitrin, kuersetin-3-0-glukoronid, avikularin,
viteksin, orientin tiirevleri gibi flavonidler, krizofenol, 8-O-glukozidi, okzalik asit, flavon-3-

ol, katesin, epikatesin, gallik asit, p-kumarik asit gibi fenolik asitler i¢erdigi bildirilmistir (30).

Bu tez ¢aligmasinda labada yapraklarinin antioksidan 6zelligine sahip olup olmadig:
cesitli metodlar kullanilarak incelenmistir. Toplam fenolik bilesik ve toplam flavonoid igerigi,
klorofil ve karotenoid igerikleri, toplam ferrik iyonlarmi indirgeme kapasitesi, H2O> giderme
aktivitesi, fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivitesi, siiperoksit anyon radikalini
giderme aktivitesi, ABTS+" (2,2-Azinobis(3-etilbenzentiazolin-6-siilfonat)) ve DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) radikali giderme aktivitesi, Fe*2 iyonlarmi selatlama aktivitesi, ferrik
tiyosiyanat metodu ile toplam antioksidan aktivitesi, CUPRAC metodu, hidroksil radikalini

temizleme 6zelligi ve LC-MS/MS ile fenolik madde igerigi kullanilan metotlardir.
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GEREC VE YONTEMLER

GEREC
Bitki Ornekleri

Deneyde kullanilan bitkisel materyal labada, Kirklareli ilinin Babaeski il¢esine bagl
olan Miisellim kdylinden toplandi. Bitkinin yaprak kisimlari saplarindan ayrildiktan sonra bir
kismi1 derin dondurucuda bekletildi. Diger kismi ise glines almayan bir yerde oda sicakliginda

kurumaya birakildi. Ardindan kurumus yapraklar égiitiilerek toz haline getirildi.
Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma-Aldrich ve
Merck firmasindan satin alindi. Caligmalarda analitik terazi (Presica X13 220A), calkalamali
su banyosu (Clifton 100-400 rpm; termostatli), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), pH-
metre (WTW pH 3L5i), santrifiij (MSE Mistral 2000), sogutmali santrifiij (Hettich 38 R), LC-
MS/MS (Agilent Technologies 6420 Triple Quad), mikro pipetler ve eppondorflar kullanilan

ekipmanlardir.
Kullanilan Kimyasal Cozeltiler

% 2’lik Na2CO3 Cozeltisi: 2 g NaxCOs3 tartilarak destile su ile balon jojede 100

mL’ye tamamlandi.
Folin-Ciocalteau Reaktifi: Sigma-Aldrich firmasindan alindig1 sekilde kullanildi.

% 5’lik Sodyum Nitrit Cozeltisi: 5 g NaNO tartilarak balon jojede destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.
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% 10’luk AI(NO3)3.9H20 Cozeltisi: 10 g Al(NOz)3.9H0 tartilarak balon jojede

destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 4.3’liik NaOH Cozeltisi: 4.3 g NaOH tartilarak balon jojede destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

0.1 M Fosfat Tamponu (pH=7.4): KH2PO4 (13.609 g/L) ve Na,HPO4 (14.196 g/L)
cozeltilerinin pH= 7.4 olacak sekilde (yaklasik 60/225 mL oraninda) karistirilmasi ile

hazirlandi.

40 mM H20:2 Cozeltisi: 0.409 mL H20O; alinarak balon jojede 0.1 M fosfat tamponu
(pH=7.4) ile 100 mL’ye tamamlandi.

0.2 M Fosfat Tamponu (pH=6.6): KH2PO4 (27.218 g/L) ve Na;HPO4.2H20 (35.598
g/L) ¢ozeltilerinin pH=6.6 olacak sekilde karistirilmasi ile hazirland.

1 mM DPPH Cozeltisi: 0.01972 g DPPH tartilarak etanolde ¢oziildii ve balon jojede

100 mL’ye tamamlandi. (Giinliik hazirlanir ve 1siktan korunur.)

% 1’lik K3Fe(CN)s Cozeltisi: 1 g KsFe(CN)e tartilarak balon jojede destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.

% 10’luk TCA Cozeltisi: 10 g Trikloroasetik asit tartilarak destile suda ¢ozildii ve

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

% 0.1’lik FeCls Cozeltisi: 0.1666 g FeClz.6H20 tartilarak destile suda ¢oziildii ve

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

2 mM FeClz2 Cozeltisi: 0.0398 g FeCl2.4H,0 tartilarak destile suda ¢6ziildii ve balon
jojede 100 mL’ye tamamlandi.

5 mM Ferrozin Cozeltisi: 0.0616 g Ferrozin tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon

jojede 25 mL’ye tamamland.

156 uM NBT (Nitrotetrazoliumblue kloriir) Cozeltisi: 0.0128 g NBT tartilarak 0.1
M fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢6ziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlanda.

468 pM NADH (Nikotin amid adenin di niikleotid) Cozeltisi: 0.0332 g NADH
tartilarak 0.1 M fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢6ziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.
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60 uM PMS (Phenozinemetha siilfat) Cozeltisi: 0.0018 g PMS tartilarak 0.1 M
fosfat tamponunda (pH=7.4) ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

4 mM Amonyum Molibdat Cozeltisi: 0.2964 g Amonyum molibdat tartilarak destile

suda ¢6ziildii ve balon jojede 60 mL’ye tamamlandi.

28 mM Sodyum Fosfat Cozeltisi: 0.2754 g Sodyum fosfat tartilarak destile suda

¢Oziildii ve balon jojede 60 mL’ye tamamland.

0.6 M Siilfiirik Asit Cozeltisi: 1.9 mL der. H2SO4 (18.76 M) ¢6zeltisinden alinarak
icinde bir miktar destile su bulunan 60 mL’lik balon jojeye aktarildi ve destile su ile

tamamlandi.

Fosfomolibden Metodu Belirteg¢ Cozeltisi: Esit miktarlarda aliman amonyum

molibdat, sodyum fosfat ve siilfiirik asit ¢ozeltilerinin karigtirilmasiyla hazirlandi.

% 80’lik Aseton Cozeltisi: 40 mL saf aseton alinarak destile su ile balon jojede 50

mL’ye tamamlandi.

7 mM ABTS Cozeltisi: 8 mg ABTS tartilip 1 mL suda ¢oziildii. 13.2 mg potasyum
persiilfat tartilip 10 mL suda ¢ozildi. Cozeltilerden 0.5’er mL karistirildi ve 12-16 saat oda
sicakliginda karanlikta bekletildi. ABTS ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce absorbansi: 734 nm’de
0.7 £ 0.025 olacak sekilde 0.1 M fosfat tamponuyla (pH=7.4) seyreltildi.

% &’liikk Vanilin-Metanol Cozeltisi: 2 g vanilin tartilip 50 mL’ye metanolle

tamamlandi.

0.04 M Fosfat Tamponu (pH=7): KH2POs (5.44 g/L) ve Na:POs (5.68 g/L)
cozeltileri pH=7 olacak sekilde karistirildi.

Linoleik Asit Emiilsiyonu: 175 mg Tween-20 ve 155 pL linoleik asidi fosfat

tamponuyla 50 mL’ye tamamlayarak hazirlandi.

% 75’lik Etanol Cozeltisi: 375 mL saf etil alkol alinarak destile su ile balon jojede

500 mL’ye seyreltildi.

% 30’luk NH4SCN Cozeltisi: 30 g NH4SCN tartilarak destile suda ¢6zildii, balon

jojede 100 mL’ye tamamland.
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% 3.5’luk HCI Cozeltisi: 9.46 mL der. HCI (%37°1ik) ¢ozeltisinden pipetle alinarak
icinde bir miktar destile su bulunan 100 mL’lik balon jojeye aktarildi ve destile su ile

tamamlandi.

20 mM FeClz Cozeltisi: 0.398 g FeCl2.4H20 tartilarak %3.5’luk HCl ile balon jojede

100 mL’ye tamamlandi.

0.2 M Fosfat Tamponu (pH=7.4): KH2PO4 (27.218 g/L) ve Na;HPO4.2H20 (35.598
g/L) ¢ozeltilerinin pH=7.4 olcak sekilde karistirilmasi ile hazirlandi.

10 mM 2-deoksiriboz Cozeltisi: 0.1341 g 2-deoksiriboz tartilarak destile suda

¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM FeSO4-EDTA Cozeltisi: 0.5702 g FeSO4-EDTA tartilarak destile suda

¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

10 mM H202 Cézeltisi: 0.102 mL H,O; alinarak balon jojede 0.1 M fosfat tamponu
(pH=7) ile 100 mL’ye tamamlandi.

% 2.8’lik TCA Cozeltisi: 2.8 g Trikloro asetik asit tartilarak destile suda ¢oziildi ve

balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

50 mM NaOH Cozeltisi: 0.2 g NaOH tartilip destile suda ¢6ziildii ve balon jojede 100

mL’ye tamamland.

% 1’lik TBA Cozeltisi: 1 g tiyobarbiitirik asit tartilip destile suda ¢oziildii ve balon

jojede 100 mL’ye tamamlandi.

102 M CuCl2 Cozeltisi: CuCl,.2H,0’den 0.4262 g tartilarak destile su ile 250 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi.

Amonyum asetat tamponu: 1 M (pH=7), NHsAc’den 19.27 g tartilarak destile su ile

250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Neokuproin ¢ozeltisi: 7.5x10° M, neokuproin (2.9 dimetil 1-10 fenantrolin)’den
0.039 g tartilarak %96°lik etil alkol ile 25 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
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KULLANILAN YONTEMLER
Ekstraktlarin Hazirlanmisi

Kurutulan labada yapraklari ile derin dondurucudan alinan Yyapraklar, blender
yardimiyla homojenize hale getirildikten sonra metanol ve su c¢oziiclileri kullanilarak

ekstraktlar hazirlandi.

Su ekstraksiyonu igin 25’er gr taze ve kuru yaprak 500 mL suda 40 °C’ye 1sitilarak 30
dk boyunca manyetik karistiricida karistirildi. Elde edilen su ekstraktlar1 siizge¢ kagidindan

stizlildii ve siiziintii liyofilize edildi.

Metanol ekstraksiyonu i¢in 25’er g taze ve kuru yaprak 500 mL ¢oziicii i¢inde oda
sicakliginda ¢alkalamali su banyosunda 100-150 rpm’de 3 saat inkiibe edildi. Elde edilen
ekstraktlar, siizge¢ kagidindan siiziildi ve siiziintiilerin ¢o6ziiciileri evaporatorde 40 °C’de

uguruldu.

Ekstrelerin susuz kalintilar1 0.001 g’lik porsiyonlara ayrilarak eppendorflara konuldu

ve analizlerde kullanilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza edildi.
Toplam Fenolik Bilesik Tayini (TPC)

Labada (Rumex patientia L.) yapraklarinin taze ve kuru orneklerinin su ve metanol
ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik madde igerikleri Slinkard ve Singleton tarafindan
modifiye edilen Folin-Ciocalteu metoduna (FCR) gore belirlenmistir (32). FC reaktifi
fosfotungustik (H3PW12040) ve fosfomolibdik (HsPMo012040) asitlerinin karisimi olup fenol
oksidasyonu sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenir. Bu renk degisimi

polifenolik bilesik miktar1 ile dogru orantili olup 760 nm’de spektrofotometrede takip edilir.

Bitkilerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su ve metanol ekstraktlarindan
ImL alindi. Destile suyla hacimler 46 mL’ye tamamlandiktan sonra 1 mL Folin belirteci
eklendi. 3 dakika sonra % 2’lik NaxCO3 ¢ozeltisinden 3 mL katilarak oda sartlarinda 2 saat
calkamal1 su banyosunda 150 rpm’de tutuldu. Ornek yerine destile su iceren sahit denemeye

karsi, 760 nm’de absorbans ol¢iildii.

50-250 pg/mL olacak sekilde hazirlanan standartlar (gallik asit ve pirokatesol) i¢in de
aynt deneme yapildi. Okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda cizilen grafiklerin

denklemlerinden 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 mg olarak hesaplandi.
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Toplam Flavonoid Iceriginin Tayini

Bitkilerin su ve metanol ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoid madde igerigi

Zhishen ve arkadagslarinin uygulamis oldugu metoda gore belirlendi (33).

Bitkilerin 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan su ve metanol ekstraktlarindan
10 mL alind1. Uzerine 1 mL %5’lik sodyum nitrit ilave edilerek 6 dk bekletildi ve flavonoid-
aliminyum kompleksi olusturmak i¢in 1 mL %10’luk aliiminyum nitrat eklendi. 6 dk sonra
10 mL %4.3’liik NaOH ilave edildi ve toplam hacim destile su ile 25 mL’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda 15 dk sonra son ¢ozelti iyice karistirildi ve 510 nm’de sahite kars1 absorbansi

sleiildi.

Standart olarak kullanilan gallik asit ve Kuersetin i¢in de ayni denemeler yapildi.
Okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafiklerin denklemlerinden, 6rneklerin
toplam flavonoid madde miktarlari mg gallik asit/g taze ekstrakt, mg gallik asit/g kuru

ekstrakt ve mg kuersetin/g taze ekstrakt, mg kuersetin/g kuru ekstrakt olarak tanimlandi.
Demir (II) iyonlarlm Selatlama Aktivitesinin Tayini

Farkli konsantrasyonlardaki yaprak ekstraktlarinin Fe?* iyonlarm selatlama aktivitesi
Oyaizu ve arkadaslariin metoduna gore yapildi (34). Metod, Fe?* iyonlarini baglamak iizere,
giclii bir demir selatlayict olan ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan metal baglayici
bilesiklerin yarismasma dayanir. Selatlama giicii yiiksekse kirmizi renki Fe?*/ferrozin

kompleksinin olusumu engellenir.

0.4 mL yaprak érnegine 0.05 mL 2 mM FeCl; ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon 0.2 mL
5mM Ferrozin ¢ozeltisi ilave edilerek baslatildi. Toplam hacim etil alkolle 4 mL’ye ayarlandi.

Sonra karigim vorteksle hizlica karistirilip 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

Bu siire sonunda absorbanslar1 562 nm’de okundu. Kontrol; ferrozin ve FeCly
icermektedir. Standart olarak askorbik asit, EDTA, BHA ve BHT kullanildi. Asagidaki

denkleme gore % metal selatlama etkisi degeri hesaplandi.
Metal selatlarna (%) [(Akontrol — Aﬁmek) / Akontrol ] x 100

Axontrol: Kontroliin absorbansiAsmek: Ekstrakt ya da standartlarin absorbansi
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DPPH- Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi DPPHe (1,1 difenil-2-pikrilhidrazil) radikali
kullanilarak Blois’in metoduna gore ¢alisildi (35). Metod ekstraktlarin bir proton veya bir
elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢06zeltisinin rengini agmasi esasina dayanir.
Reaksiyon karigiminin absorbansinin diismesi yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin

gostergesidir.

Yaprak ekstraktlar1 ve standartlar 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. 3
mL 0.1 mM DPPH iizerine farkli konsantrasyonlardaki ekstrakt ve standart ¢ozeltilerden 1
mL eklendi. Vorteksle karistirildiktan sonra oda sartlarinda karanlikta 30 dk bekletildi. 517
nm’de absorbanslari okundu. Kontrol olarak sadece etil alkol kullanildi. Standart olarak
askorbik asit, BHA, BHT, a-tokoferol kullanildi. Asagidaki denkleme gore % DPPHe

yakalama etkisi degerleri hesaplandi.
DPPHe yakalama etkisi (%): [(Axontrol— Asrnek ) / Axontrol ] X 100
Axontrol: Kontroliin absorbansiAsmek: Ekstrakt ya da standartlarin absorbansi
H202 Giderme Aktivitesinin Tayini

Yaprak ekstraktlarinin H20> giderme aktivitesinin tayini Ruch ve arkadaslarinin
belirledikleri metoda gore yapildi (36). Reaksiyon ortamina eklenen belirli miktardaki
hidrojen peroksit ¢ozeltisinin ekstrakt tarafindan yikilmast 230 nm’deki absorbans

degisimiyle Slgiiliir.

3.4 mL fosfat tamponu (100 mM pH=7.4) ve 0.6 mL H202 ¢ozeltisine (100 mM,
pH=7.4 fosfat tamponunda 40 mM) 1 mL ekstrakt ilave edildi. Absorbans 10 dk sonra 230
nm’de okundu. Kontrol; fosfat tamponu (100 mM, pH=7.4) ve H20> ¢ozeltisi icermektedir.
Standart olarak askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol kullanildi.

Yaprak ekstraktlar1 ve standartlar 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.

Asagidaki denkleme gore % H20: giderme etkisi degerleri hesaplandi.
H20> giderme etkisi (%): [(Axontrol — Asmek ) / Akontrol ] X 100

Axontrol: Kontroliin absorbansi Asmek: EKstrakt ya da standartlarin absorbansi
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Toplam Ferrik Iyonlarim (Fe*3) indirgeme Kapasitesinin Tayini

Ekstraktlarin toplam indirgeme kapasitesi tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (34).
Ortamdaki indirgen madde, Fe3* iyonlarmi Fe?" iyonlarina indirger ve FeCls ilavesiyle olusan
Prusya mavisi renginde olan kompleksin absorbansi Ol¢iiliir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek

indirgeme kapasitesinin gostergesidir.

1 mL ekstrakta, 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, pH=6,6) ve 2,5 mL %1 lik K3Fe(CN)s
eklendi. Karisim 50 °C’de 20 dk inkiibe edildikten sonra 2,5 mL %10’luk TCA ilave edildi ve
2000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi ¢ozeltinin {ist tabakasindan 2,5 mL
almarak 2,5 mL destile su ve 0,5 mL %1’lik FeClz ¢ozeltisi ile karistirildi. 700 nm’de
absorbanslar Ol¢iildii. Standart olarak askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol kullanildi.

Siiperoksit Anyon Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Ekstraktlarin siiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesi, nitrobluetetrazolium
(NBT) {irtiniin  spektrofotometrik  Ol¢iimiiyle belirlendi  (37). Deney kosullarinda
NADH/PMS/O> sistemi ile iiretilen siiperoksit radikali sar1 renkli olan NBT’yi mavi-mor
renkli formazon tiirevine indirger. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi olan bilesikler

varliginda diisiik absorbans degerleri elde edilir.

I mL 156 uM NBT ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) ve 1 mL 468 uM
NADH ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) ve 1 mL ekstrakt veya standartlar
karigtirlldi. Karigima 10 plL 60 uM PMS ¢ozeltisi (0,1 M, pH=7,4 fosfat tamponunda) ilave
edilerek reaksiyon baslatildi.

Karisim 25 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve absorbansi 560 nm’de 6lgiildii. Standart olarak
askorbik asit, BHA ve BHT kullanildi. Kontrol ¢ozeltisine ekstrakt yerine 1 mL su ilave
edilerek ayni islemler yapildi. Ekstraktlar ve standartlar 50-250 ug/mL konsantrasyonlarinda

hazirlandi. Asagidaki denkleme gbre % inhibisyon degerleri hesaplandi.

% inhibisyon: [(Akontrol - Aémek) /Akontrol] X 100

Axontrol: Kontroliin absorbansi Asmek: Ekstrakt ya da standartlarin absorbansi
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ABTS*" Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Ekstraktlarin ABTSe" radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin metoduna gore
belirlendi (38).

ABTSe" radikali, 7 mM ABTS ¢0zeltisi ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi
arasindaki reaksiyonla olusturuldu. Oda sicakliginda 12 saat karanlikta bekletildi.
Kullanmadan once fosfat tamponuyla (0,1 M, pH=7,4) absorbans 734 nm’de 0,7+0.025
olacak sekilde seyreltildi.

3 mL ABTS cozeltisi, 1 mL standart ¢ozeltilerine eklendi. 30 dk sonra 734 nm’de

absorbans okundu. Asagidaki denkleme gore % inhibisyon degerleri hesaplandi.
% Inhibisyon: [(Akontrol — Asmek) / Akontrol ] X 100
Axontrol: Kontroliin absorbansi Asmek: EKstrakt ya da standardin absorbansi
Fosfomolibden Metodu ile Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasiteleri Prieto ve arkadaslarinin metoduna gore

belirlendi (39).

Yaprak ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 50-250 ug/mL konsantrasyonlarindan 0,4
mL alinip, amonyum molibdat (4mM), sodyum fosfat (28 mM) ve siilfiirik asit (0,6 M) iceren
belirte¢ ¢ozeltisinden 3,6 mL ilave edilerek karistirildi. Reaksiyon karigimi su banyosunda 90
°C’de 90 dk inkiibe edildi. Sogutulduktan sonra fosfomolibden kompleksinin absorbansi
sahite kars1 695 nm’de 6lgiildii.

Standart olarak askorbik ve a-tokoferol kullanildi. Askorbik asit igin yapilan
denemeden okunan absorbans ile konsantrasyon arasinda ¢izilen grafik denkleminde
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri askorbik asit ekivalenti (mg Askorbik asit/g ekstrakt)
olarak ifade edildi.

Hidroksil Radikali Giderme Aktivitesi

Yaprak ekstraktlarinin hidroksil radikali giderme aktivitesi Bajpai ve arkadaslarinin

metoduna gore belirlendi (24).

450 pL 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH=7.4), 150 uL. 10 mM 2-deoksiriboz, 150

pL 10 mM FeSOs-EDTA, 525 pL destile su ve 75 puL 6rnek ¢ozeltisinden (50, 100, 150, 200,
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250 pg/mL) ibaret olan reaksiyon karisimina 150 pL 10 mM H2O: ilave edilerek reaksiyon
baslatildi. 37 °C’de 4 saat inkiibasyondan sonra sirastyla 750 pL %2.8’lik TCA ve 50 mM
NaOH’deki %1’lik TBA ¢ozeltisinden 750 pL ilave edildi ve tiipler 10 dk kaynatildi. Tiipler
sogutularak 520 nm’de sahite kars1 absorbans degeri okundu. Yaprak ¢ozeltisi yerine destile
su igeren reaksiyon karisimi kontrol olarak kullanildi. Standart olarak BHT (50, 100, 150,
200, 250 pg/mL) kullanildi.

Hidroksil radikali giderme aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki formiil yardimiyla
hesaplandi.

Hidroksil radikali giderme aktivitesi (%): [(Akontrol — Asmek ) / Akontrol ] X 100
Axontrol: Kontroliin absorbansi Asmek: EKstrakt ya da standartlarin absorbansi
Bakar Iyonlarim indirgeme Potansiyeli (CUPRAC Metodu)

Yaprak ekstraktlarinin bakir iyonlarimi indirgeme giici Cardenas ve arkadaslarinin
metoduna gore belirlendi (41). Ekstraktlar ve standartlarin 50-250 pg/mL konsantrasyonlari
kullanildi.

Metotta Oncelikle her bir deney tiipiine 1 mL 10 mM CuClz, 1 mL 7.5 mM
neokuproin, NHsAc tamponu (1 M, pH=7.0) ¢ozeltisi eklenir. Daha sonra her tiipe farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlardan 0,5 mL eklenip, toplam hacim 4.1 mL olacak sekilde saf
su ilave edildi. Tiipler agizlart kapali bir bi¢gimde oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
beklendi. Aymi islemler ayni1 konsantrasyonlarda hazirlanan askorbik asit ¢ozeltileri i¢inde
yapildi. Bu siire sonunda absorbanslar1 450 nm’de okundu. Testin sonuglart ECso degerleri

kullanilarak da degerlendirildi.

Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile Toplam
Antioksidan Aktivite Tayini

Bu metotta in vitro kosullarda linoleik asit oksidasyonu olusturulur ve yoOntem
oksidasyon sonucu olusan peroksitleri Olgme esasina dayanmir. Belirli araliklarla
inkiibasyondaki karigtmdan 6rnek alinarak spektrofotometrik 6l¢iim ile peroksitlerin olusumu
takip edilir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek peroksit konsantrasyonunu ifade eder. Analiz
Pan ark. (2007), Mitsuda ark. (1966)’nin uyguladigi yontemler temel alinarak uygulanmistir
(42).
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Yaprak ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerin 1 mL’sine 1,5 mL fosfat tamponu (0,04
mM, pH=7.4) ve 2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklendi. Cozeltiler karistirildiktan sonra 37
°C’de karanlikta inkiibe edildi. 12 saatte bir ¢ozeltilerden 0.1 mL alinip iizerine 3.7 mL
%75’lik etil alkol ve 0.1 mL %30’luk NH4SCN eklendi. 3 dk sonra reaksiyon karigimlarina
0.1 mL FeCl> (20 mM) ¢ozeltisi eklendi. 5 dk sonra olusan rengin absorbansi 500 nm’de
okundu. Olusan peroksitler Fe?* iyonlarin1 Fe®*’e yiikseltger. Olusan Fe®*, tiyosiyanat ile
reaksiyona girerek 500 nm’de maksimum renge sahip bir kompleks olusturur. Kontrol olarak
antioksidan madde icermeyen 2.5 mL fosfat tamponu (0.04 M, pH=7) ve 2.5 mL linoleik asit
emiilsiyonu kullanilir. Yaprak ekstraktlar1 ve standartlar 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlandi. Standart olarak askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol kullanildi.

Lipid peroksidasyonu inhibisyonu (%) = [1- (Asmek / Akontrol )] X 100

Burada Axontrol, kontroliin maksimuma ulastig1 inkiibasyon anindaki verdigi absorbans
degeri, Asmek ise kontrol degerinin maksimuma ulastigi inkiibasyon anindaki ekstrakt ya da

standartlarin verdigi absorbans degerini ifade eder.
Klorofil Tayini

Labada yapraginin klorofil igerigi Arnon tarafindan modifiye edilen metoda gore
belirlendi (15).

100 mg yaprak materyali, eser miktardaki CaCOsz ve 6 mL soguk asetonla (%80’lik)
homojenize edildi. Yaprak homojenatlar1 20 dk boyunca 15 °C’de 3500 rpm’de santrifiijlendi.
Stipernatantlarin yaklasik olarak 4,8-5,8 mL’s1 alindi. Toplam klorofil igerigi, siipernatantlarin

645 ve 663 nm’de absorbanslarinin dl¢iimii ile belirlendi.

Yapraklarin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil icerikleri asagidaki formiillere gore

mg/kg cinsinden hesaplandi.
Klorofil a miktar1 (mg/kg) = 12.7xAs63 — 2.69% Agss
Klorofil b miktar1 (mg/kg) = 22.9% Agas — 4.68% Ages

Toplam klorofil miktar1 (mg/kg) =20.2xAs4s + 8.02% Ages3
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Karotenoid Tayini

Labada yapraklarinin karotenoid iceriginin tayini Alasalvar ve arkadaslarinin

belirledikleri yonteme gore yapildi (40).

300-500 mg kuru yaprak aseton-su (9:1 v/v) karisimimin 5 ml’si ile ekstrakte edildi. 4
°C’de 10 dk 3000 rpm’de santrifiijlendi. Acik renkli siipernatant alindi1 ve ekstraksiyon 3 ml

aseton-su karisimi ile 5-6 kez renksiz oluncaya kadar tekrarlandi.

Ekstraktlar birlestirildi ve sahit olarak asetona karsi 471 nm’de absorbans ol¢limii

yapildi. Asagidaki denkleme gore toplam karotenoid madde miktarinin % degeri hesaplandi.
Toplam Karotenoid Igerigi (%): Amax x 25ml aseton x 100 /yaprak agirhig (mg)
LC-MS/MS Yontemi ile Fenolik Madde Analizi

Calismada LC-MS/MS (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi/ Sirali Kiitle
Spektrofotometresi) olarak Agilent Technologies 6460 Triple Quad kullanilmistir.

LC-MS/MS; kromatografi ve spektrometri sistemlerinin bir araya getirilmesi ile
olusturulmus bir sistemdir. Fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilan 6rnek molekiiler kiitle

dedektori ile analiz edilmektedir.

Bitkilerde fenolik bilesik, dokular ile plazmada hormon ve metabolit, gidalarda

pestisit, sularda kalint1 ve kirlilik tayini LC-MS/MS ile yapilabilir.

Bir LC-MS/MS sistemi, bir elektrosprey iyonlastirict kaynak ile donatilmis bir kiitle
spektrometresi ile birlestirilen ikili pompa ve otomatik 6rnekleyiciden olusmaktadir. Reverse
faz LC ayrim1 Agilent Zorbax SB-C8 kolonu kullanilarak gergeklestirildi ve koruma kartusu
kullanilarak koruma saglandi (43).

Kiitle spektrometresi asagidaki parametrelerle negatif iyon modunda caligtirildi;
kapiler voltaj 3.0 kilovolt, koni voltaji 20 volt, ekstraktor 2 volt. Kaynak sicakligi 100 °C,
desolvasyon sicakligi 350 °C, koni gaz akis hiz1 301/ sa ve desolvasyon gaz akis hiz1 3501 / sa.
Mobil faz bilesenleri; %0.1°lik formik asit ve asetonitrildir. Enjeksiyon hacmi 10 mL ve
kolonun sicakligi 25 °C’dir. Mobil fazin akis hiz1 0.300 mL/dakikadhr.

Calismada 2,5-dihidroksibenzoik asit, 2-hidroksitrans sinnamik asit, absisik asit,

kafeik asit, katesin, klorojenik asit, ellagik asit, epikatesin, etilgallat, gallik asit, gibberallik
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asit, indol-3-asetik asit, izo-hamnetin, kamferol, jasmonik asit, kumarin, lutolein, mirisetin,
naringin, p-kumarik asit, piropil gallat, protokatekuik asit, quersetin, resveratrol, rutin,
salisilik asit, sinapik asit, siringik asit, trans ferulik, GSH, GSSG kullanilan standart

maddelerdir.

Yontem kullanilan standart fenolik bilesikler yardimiyla analizi yapilan labada
yapraklarinin hangi fenolik bilesikleri igerdigini ve bunlarin miktarlarin1 tayin etmeyi

amaclar.
istatistik Analizler

Tim deneylerde ii¢ paralel 6lglim alindi ve standart sapmalar hesaplandi. Grafikler

Windows 10 Excell programinda ¢izildi.
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BULGULAR

Labada yapraklarinin taze ve kuru drneklerin su ve metanol ekstraktlarinin antioksidan

ozellikleri ¢esitli metotlar kullanilarak incelendi.

Labada yapraklarinin su ve metanol ekstraktlarinda bilesiklerin verimleri taze ekstrakt

cinsinden sirastyla 48.04 mg/g ve 58.38 mg/g olarak hesaplandi (Tablo 2).

Tablo 2. Taze labada yapraklarinin ekstrakt verimleri

TAZE LABADA
Ekstrakt Su Metanol
Hammadde (g) 25 25
Ekstraksiyon verimi (mg/g) 48.04 58.38
Ekstraksiyon verimi (%) 4.804 5.838

Labada yapraklarinin su ve metanol ekstraklarinda bilesiklerin verimleri kuru ekstrakt
cinsinden sirasiyla 52.80 mg/g ve 150.26 mg/g olarak hesaplandi. Tablo 3’te goriildiigii iizere

en yliksek verimin metanol ekstraktinda oldugu sonucuna varilmistir.
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Tablo 3. Kuru labada yapraklarinin ekstrakt verimleri

KURU LABADA
Ekstrakt Su Metanol
Hammadde (g) 25 25
Ekstraksiyon verimi (mg/g) 52.80 150.26
Ekstraksiyon verimi (%) 5.280 15.026

TOPLAM FENOLIK BILESIK (TPC) TAYINi

Labada yapraklarinin taze ve kuru orneklerinin su ve metanol ekstraklarinda bulunan
toplam fenolik bilesikleri tayin etmek amaciyla Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanildi.
Standart grafikleri elde etmek igin gallik asit ve pirokatesol kullanildi (Sekil 14 ve Sekil 15).
Ekstraktlarin igerdigi toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) ve
pirokatesol esdegeri (PKE) olarak belirlendi.
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Sekil 14. Gallik asit standart grafigi
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Gallik asit standart grafigi denklemi y=0,0009x-0,0025 bulundu ve hesaplama
asagidaki formiile gore yapildi.

Absorbans (7eonm) = 0.0009[Gallik Asit]-0.0025
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Sekil 15. Pirokatesol standart grafigi

Pirokatesol standart grafigi denklemi y=0,0014x+0,0052 bulundu ve hesaplama
asagidaki formiile gore yapildi.

Absorbanssonm) = 0.0014 [Pirokatesol] + 0.0052

Labada yapraklarinin taze ve kuru 6rneklerinin su ve metanol ekstraktlarindan elde
edilen fenolik bilesik igerikleri gallik asit ve pirokatesol esdeger miktar1 olarak hesaplanmistir

(Sekil 16 ve Sekil 17).

Taze labada yapraklarimin metanol ekstraktinin 26.94+0,91 mg/g, su ekstraktinin
36.16+0,65 mg/g, kuru labada yapraklarinin ise metanol ekstraktinin 25.384+0,72 mg/g, su
ekstraktinin 23.94+0,81 mg/g gallik asit esdegeri cinsinden fenolik maddeye sahip oldugu
belirlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. Labada ekstraktlarinin gallik asit esdegeri cinsinden fenolik

madde icerikleri

Taze labada yapraklarinin metanol ekstraktinin 16.77+0,96 mg/g, su ekstraktinin
22.70+£0,94 mg/g, kuru labada yapraklarinin ise metanol ekstraktinin 15.76+0,47 mg/g, su
ekstraktinin 14.84+0,48 mg/g pirokatesol esdegeri cinsinden fenolik maddeye sahip oldugu
belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Labada ekstraktlarinin pirokatesol esdegeri cinsinden fenolik madde

icerikleri
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TOPLAM FLAVONOID iCERiIGINiN BELIRLENMESI

Labada yapraklarinin taze ve kuru 6rneklerinin su ve metanol ekstraktlarinda bulunan

toplam flavonoid igerigini tayin etmek amaciyla gallik asit ve kuersetin standart grafikleri

olusturuldu (Sekil 18 ve Sekil 19). Ekstraktlarin i¢erdigi toplam flavonoid miktar1 gallik asit

esdegeri (GAE) ve kuersetin esdegeri (QUE) olarak saptandi.
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Sekil 18. Gallik asit standart grafigi

300

Gallik asit standart grafigi denklemi y=0,001x+0,0005 bulundu ve hesaplama

asagidaki formiile gore yapildi.

Absorbansio nm) = 0.001 [Gallik asit] + 0.0005
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Absorbans 510 nm
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Sekil 19. Kuersetin standart grafigi

Kuersetin standart grafigi denklemi y=0,0028x-0,0036 bulundu ve hesaplama

asagidaki formiile gore yapildi.

Absorbanssio nm) = 0.0028 [Kuersetin] + 0.0036

Labada yapraklarinin taze ve kuru 6rneklerinin su ve metanol ekstraktlarindan elde

edilen gallik asit ve kuersetin esdegeri olan flavonoid bilesiklerine ait degerler hesaplanmigtir
(Sekil 20 ve Sekil 21).
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20. Labada ekstraktlarimin gallik asit esdegeri olarak flavonoid madde
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Taze labada yapraklarmin metanol ekstraktinin 31.55+0,84 mg/g, su ekstraktinin
49.1540,29 mg/g, kuru labada yapraklarinin ise metanol ekstraktinin 21.05+0,74, su
ekstraktinin 26.65+0,14 mg/g gallik asit esdegeri cinsinden flavonoid madde icerdikleri
belirlenmistir (Sekil 20).

Taze labada yapraklarimin metanol ekstraktinin 11.41+0,26 mg/g, su ekstraktinin
17.70+£0,55 mg/g, kuru labada yapraklarinin ise metanol ekstraktinin 7.66+0,17 mg/g, su
ekstraktinin  9.66+0,19 mg/g kuersetin esdegeri cinsinden flavonoid madde igerdikleri

belirlenmistir (Sekil 21).

20
17.740,55

18 '
)
<
© 16
e
[}
4
w T
)
® 1| 11.410,26
E= 9.6610,19
= | )
b 10
.g g | 7.66£0,17
il
w
c
s 6
)
o
9] 4 +
=]
<z

2 -

H Taze-metanol H Taze-su Kuru-metanol Kuru-su
Sekil 21. Labada ekstraklarnmn Kkuersetin esdegeri olarak flavonoid madde
icerikleri
DEMIR (IT) IYONLARINI SELATLAMA AKTIVITESI

Labada yapraklarinin taze ve kuru ekstraktlarinin Fe *2 iyonlarim selatlama aktivitesini
tayin etmek amaciyla standart olarak EDTA, BHT, BHA ve askorbik asit kullanild1 (Sekil
22).
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Sekil 22. Labada ekstraktlarinin metal iyonlarim selatlama aktiviteleri
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Grafikte de gorildiigi tizere, ekstraktlar konsantrasyon artigi ile artan selatlama

kapasitesi gosterdi. Taze labada yapraklarinin su ekstraktinin BHA ve askorbik asit

ekstraktlarindan daha yiiksek aktivite gosterdigi saptandi (Tablo 4).

Tablo 4. Demir (II) iyonlarm selatlama aktivitesinde kullanilan standart cozeltilerin

metal selatlama kapasiteleri

Standartlar 50 png/mL 100 pg/mL 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
EDTA 57.80+0,57 59.70+0,49 62.00+0,64 64.30+0,21 | 68.00+0,67
Askorbik Asit 44.10+0,45 48.00+0,07 50.70+0,21 52.60+0,11 | 55.10+0,44
BHA 46.80+0,13 49.00+0,14 52.40+0,14 54.00+0,15 57.3+0,16
BHT 52.00+0,31 54.00+0,32 56.90+0,32 58.60+0,33 | 63.10+0,34

Taze labada yapraklarinin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda

metal selatlama aktivitesi sirastyla 37.30+0,538, 39.10+0,77, 42.00+0,88, 46.30+0,59,

49.90+0,19 olarak belirlenmistir.
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Taze labada yapraklarinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda metal
selatlama aktivitesi sirastyla 50.11+0,35, 51.30+0,17, 53.80+0,44, 56.40+0,01, 60.50+0,11

olarak belirlenmistir.

Kuru labada yapraklarinin metanol ekstraktinin 50-250 pg/ml konsantrasyonlarinda
metal selatlama aktivitesi sirasiyla 39.50+0,25, 44.00+0,37, 46.00+0,38, 48.60+0,329,
52.30+0,07 olarak bulundu.

Kuru labada yapraklarinin su ekstraktinin 50-250 ug/mL konsantrasyonlarinda metal
selatlama aktivitesi sirastyla 42.50+0,36, 46.20+0,01, 49.30+0,10, 51.00+0,28, 54.20+0,02

olarak bulundu.
DPPH+s RADIKALI GIDERME AKTIiVITESININ TAYIiNi

Metod 517 nm’de absorbans vermeyen DPPHeH olusumunun 6lgiilmesine
dayanmaktadir. Standart olarak askorbik asit, BHA, a-tokoferol ve BHT kullanilarak labada
ekstraktlarinin DPPHe radikali giderme aktiviteleri belirlendi (Sekil 23).
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Sekil 23. Labada ekstraktlarinin DPPHe radikali giderme aktiviteleri

Grafikte goriildiigii tizere, ekstraktlarin konsantrasyon artigi ile artan radikal giderme

aktivitesi gosterdigi saptandi. Tablo 5’te standartlarin aktiviteleri verilmistir.
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Tablo 5. DPPHe radikali giderme aktivitesinde kullanilan standart c¢ozeltilerin radikal

giderme aktiviteleri

Standartlar 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL

a-tokoferol 32.30+0,10 | 35.00+0,33 36.60+0,37 38.10+0,26 39.70+0,45
Askorbik Asit | 27.90+0,21 29.90+0,20 30.70+0,34 31.80+0,13 32.60+0,27
BHA 34.80+0,37 | 37.50+0,18 39.20+0,27 41.00+0,45 42.40+0,05
BHT 29.50+0,02 | 30.30+0,28 31.40+0,21 33.40+0,18 34.70+0,27

Taze labada yapraklarinin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin
DPPHe radikali giderme aktiviteleri sirasiyla 15.00+£0,27, 17.30+0,15, 20.00+0,33,
22.10+0,26, 23.70+0,42 olarak bulundu.

Taze labada yapraklarinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin DPPHe
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla 22.40+0,04, 25.10+0,35, 26.30+0,06, 27.10+0,28,
28.90+0,67 olarak tespit edildi.

Kuru labada yapraklarinin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin
DPPHe radikali giderme aktiviteleri 19.20+0.72, 20.80+£0,48, 22.00+0,35,
23.80+0,77, 26.70+0,12 olarak bulundu.

sirastyla

Kuru labada yapraklarinin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin DPPHe
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla 21.20+0,56, 22.80+0,83, 24.80+0,64, 25.10+0,62,
26.20+0,93 olarak belirlenip, ECso degerleri hesaplandi (Tablo 6 ve Tablo 7).

Tablo 6. DPPHe radikali verilerinden ekstraktlarin hesaplanan ECso degerleri

Ekstraktlar Taze labada Taze labada Kuru labada Kuru labada
su metanol su metanol
ECso(ug/mL) 8.46+0,75 9.73+0,25 9.28+0,59 10.62+0,33
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Tablo 7. DPPHe" radikali verilerinden standartlarin hesaplanan ECso degerleri

Ekstraktlar a-tokoferol BHA BHT Askorbik asit

ECso(pg/mL) 18.26+0,33 17.34+0,43 16.81+0,44 15.79+0,52

H.02 GIDERME AKTIiVITESI

Ekstraktlar arasinda en yiiksek H.O> giderme aktivitesine taze labada yapraginin su
ekstrakti sahiptir. Calismada kullanilan diger ekstraktlar ise standartlardan daha az H20-

giderme aktivitesi gostermistir (Sekil 24).
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30 W Taze-su 50 pg/ml
20 B Kuru-su 50 pg/ml
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0

H,0, Giderme Aktivitesi %

Sekil 24. Labada ekstraktlar ve standartlarin H202 giderme aktiviteleri

Grafikte gorildigli tlizere en yiiksek H202 giderme aktivitesine 50 pg/mL
konsantrasyondaki BHT standart: sahiptir.

Taze labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin H20:
giderme aktiviteleri sirasiyla 47.6040,84, 45.50+0,89, 31.30+0,77, 30.86+0,72, 29.82+0,74
olarak tespit edildi.
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Taze labada yapragmin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin H2O>
giderme aktiviteleri sirasiyla 60.00+0,43, 58.62+0,22, 57.00+£0,51, 47.60+0,19, 44.82+0,47

olarak belirlendi.

Kuru labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin
H2O, giderme aktiviteleri sirasiyla 50.80+£0,91, 49.31+0,54, 46.70+0,16, 45.60+0,15,
42.00+0,38 olarak bulundu.

Kuru labada yapraginin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarimin H2O-
giderme aktiviteleri sirasiyla 55.804+0,04, 52.00+0,03, 48.20+0,41, 43.96+0,61, 40.20+0,21
olarak tespit edildi. Tablo 8’de standartlarin aktiviteleri gosterilmistir.

Tablo 8. H202 giderme aktivitesinde kullanilan standart cozeltilerin radikal giderme

aktiviteleri
Standartlar 50 pg/mL 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
a-tokoferol 67.70£0,56 66.20+0,02 65.00+£0,21 | 64.10+0,17 63.00£0,26
Askorbik Asit | 71.55+0,01 70.00+£0,57 66.00+0,54 | 65.00+0,49 63.00+0,48
BHA 79.11+0,17 78.40+0,23 75.50+0,43 | 73.10+0,33 70.20+0,17
BHT 83.96+0,03 82.70+0,26 76.20+0,42 | 74.10+0,58 70.80+0,26

TOPLAM FERRIK IYONLARINI (Fe*) INDIRGEME KAPASITESININ
TAYINI

Fe3* iyonlarin1 indirgeme kapasitesini tayin etmek igin ekstraktlarin ve standartlarin
50-250 pg/mL araligindaki konsantrasyonlart kullanildi. Absorbans 700 nm’de okundu.
Labada yaprag:i ekstraktlari, askorbik asit, BHA, BHT ve a-tokoferol standartlariyla
karsilastirilarak konsantrasyon-absorbans grafigi olusturuldu (Sekil 25).
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Sekil 25. Labada yaprag ekstraktlar1 ve standartlarin Fe3*’ii Fe’"’ye indirgeme

kapasiteleri

Sekilde taze labada yapraginin metanol ekstrakti diger ekstraktlardan daha yiiksek

indirgeme kapasitesi gostermistir. Tablo 9°da standartlarin indirgeme kapasiteleri verilmistir.

Tablo 9. Standart ¢ozeltilerin Fe** iyonlarimi indirgeme kapasiteleri

Standartlar 50 pg/mL 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL

a-tokoferol 0.118+0,023 | 0.123+0,015 | 0.136+0,001 | 0.144+0,007 | 0.154+0,028

Askorbik Asit | 0.130+0,030 | 0.137+0,021 | 0.149+0,004 | 0.156+0,010 | 0.160+0,014

BHA 0.114+0,024 | 0.130+0,018 | 0.140+0,012 | 0.148+0,010 | 0.162+0,033

BHT 0.110+£0,017 | 0.118+0,011 | 0.1324+0,005 | 0.136+0,010 | 0.143+0,019

Taze labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda Fe3*
iyonlarin1 indirgeme kapasiteleri sirastyla  0.071£0,018, 0.079+0,007, 0.086=0,003,
0.091+0,009, 0.097+0,014 olarak bulundu.
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Taze labada yapragmin su ekstraktinmn 50-250 pg/mL Konsantrasyonlarinda Fe®*
iyonlarin1 indirgeme kapasiteleri sirastyla  0.037+0,021, 0.043%£0,015, 0.058+0,001,
0.067+0,010, 0.075+0,024 olarak tespit edildi.

Kuru labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda Fe®*
iyonlarim1 indirgeme kapasiteleri sirasiyla 0.066+£0,016, 0.076+0,007, 0.080+0,002,
0.090+0,008, 0.093+0,012 olarak belirlendi.

Kuru labada yapraginin su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda Fe®*
iyonlarin1 indirgeme kapasiteleri sirastyla  0.026+0,020, 0.037+0,008, 0.048+0,003,
0.057+£0,011, 0.063+0,017 olarak tespit edildi.

SUPEROKSIT ANYON RADIKALI GIDERME AKTIiVITESI

Stiperoksit radikali PMS/NADH/O; sistemi kullanilarak olusturuldu. BHT, BHA ve
askorbik asit standartlart kullanilarak % radikal giderme aktivitesi grafigi ¢izildi (Sekil 26).
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Sekil 26. Labada yaprag: ekstraktlar1 ve standartlarin siiperoksit anyon radikali
giderme aktiviteleri

Grafikte goriildigii lizere konsantrasyon artis1 ile radikal giderme aktivitesi de

artmustir. Tablo 10°da standartlarin radikal giderme aktiviteleri verilmistir.
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Tablo 10. Standart cozeltilerinin siiperoksit anyon radikali giderme aktiviteleri

Standartlar 50 png/mL 100 pg/mL 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL

BHA 23.00+0,23 24.10+0,14 25.10+0,14 25.80+0,66 |26.20+0,04

BHT 18.40+0,12 19.70+0,28 20.80+0,33 21.60+0,08 | 22.10+0,04

Askorbik Asit | 24.00+0,34 26.00+0,37 28.60+0,30 29.50+0,21 | 33.60+0,22

Taze labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda
stiperoksit anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla 23.00+0,32, 24.00+0,37, 24.90+0,68,
26.10+0,29, 28.60+0,33 olarak bulundu.

Taze labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda siiperoksit
anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla 24.60+0,38, 25.90+0,69, 28.00+0,31,
30.00+0,35, 32.00+0,34 olarak tespit edildi.

Kuru labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda
siiperoksit anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla 20.10+£0,047, 21.00+0,17
22.60+0,57, 25.00+0,18, 27.00+0,20 olarak belirlendi.

Kuru labada yaprag: su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda siiperoksit
anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla 23.60+0,22, 25.70+0,31, 27.20+0,29,
28.40+0,01, 29.20+0,28 olarak bulundu.

ABTSs* RADIKALI GIDERME AKTIiVITESININ TAYINi

Labada ekstraktlar1 ve standartlarin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda calisildi ve

konsantrasyona kars1 % giderme aktivitesi grafigi ¢izildi (Sekil 27).
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Sekil 27. Labada ekstraktlar1 ve standartlarm ABTSe" radikali giderme
aktiviteleri

Grafikten de anlasilacagi gibi ABTSe" radikali giderme aktivitesi konsantrasyona

bagimlidir. Tablo 11°de standart ¢ozeltilerin radikal giderme aktiviteleri verilmistir.

Tablo 11. Standart cozeltilerinin ABTSe* radikali giderme aktiviteleri

Standartlar 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
BHA 64.90+0,48 63.80+0,26 62.70+0,127 | 57.90+0.13 | 58.00+0,61
BHT 65.90+0,60 62.40+0,17 60.10+£0,24 | 58.20+0,18 | 57.00+0,31

a-tokoferol 68.00+0,22 65.70+0,57 65.00+0,72 | 64.40+0,19 | 62.00+0,73

Askorbik asit | 63.20+0,04 63.10+0,16 61.00+0,38 | 60.40+0,27 | 58.50+0,25

Taze labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda
ABTS<" radikali giderme aktiviteleri siras1 ile 47.00+0,47, 42.80+0,439, 40.60+0,286,
39.50+0,144, 37.20+0,229 olarak bulundu.
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Taze labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda ABTSe*
radikali giderme aktiviteleri siras1 ile 61.00+0,34, 58.00+0,03, 55.10+0,16, 50.20+0,44,
50.00+0,36 olarak tespit edildi.

Kuru labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda
ABTSe" radikali giderme aktiviteleri siras1 ile 46.00+0,23, 44.00+0,61, 43.10+0,018,
41.00+0,02, 39.20+0,88 olarak belirlendi.

Kuru labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda ABTSe"
radikali giderme aktiviteleri sirast ile 63.20+0,16, 62.10+0,77, 61.00+0,03, 60.40+0,68,
58.50+0,71 olarak bulundu.

ABTS-" radikalinin %50’sini gidermek igin ekstraktlarin gerekli konsantrasyonlarini
ifade eden ECso degerleri hesaplanmistir (Tablo 12).

Tablo 12. ABTSe" radikali verilerinden ekstraktlarin hesaplanan ECso degerleri

Ekstraktlar Taze labada Taze labada Kuru labada Kuru labada
yapragi Su yapragi metanol yapragi su | yaprag metanol
ECso(ng/mL) 10.85+0,55 13.25+0,28 10.12+0,50 12.65+0,60

ABTSe" radikalinin %50’sini gidermek i¢in standartlarin gerekli konsantrasyonlarini

ifade eden ECso degerleri hesaplanmigtir (Tablo 13).

Tablo 13. ABTSe* radikali verilerinden standartlarin hesaplanan ECso degerleri

Ekstraktlar a-tokoferol BHA BHT Askorbik asit

ECso(pg/mL) 14.20+0,40 15.34+0,75 14.96+0,36 15.25+0,30
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FOSFOMOLIBDEN METODU iLE TOPLAM ANTIiOKSIDAN AKTIVITE
TAYINI

Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivite tayininde askorbik asit ve o-
tokoferol standart olarak kullanildi ve ekstraktlarin antioksidan aktivite gostergeleri mg
askorbik asit ekivalenti (mg askorbik asit/g ekstrakt) ve mg a-tokoferol ekivalenti (mg a-
tokoferol/g ekstrakt) cinsinden hesaplandi. Sekil 28’de askorbik asit standart grafigi

gosterilmistir.
Absorbans (s95 nm) = 0,0029[askorbik asit] + 0,0008
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Sekil 28. Askorbik asit standart grafigi

Toplam antioksidan aktivite tayini metodunda labada ekstraktlarinin ve a-tokoferoliin

askorbik asitle karsilagtirilarak antioksidan aktiviteleri verilmistir (Sekil 29).

Taze labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda
antioksidan kapasiteleri askorbik asit esdegeri cinsinden sirasi ile; 6.59 mg/g, 10.45 mg/g,

14.17 mg/g, 17.48 mg/g, 24.14 mg/g oldugu tespit edildi.
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Taze labada yapragi su ekstraktinin 50-250 ug/mL konsantrasyonlarinda antioksidan
kapasiteleri askorbik asit esdegeri cinsinden sirasi ile; 6.60 mg/g, 10.62 mg/g, 13.76 mg/g,
17.73 mg/g, 24.55 mg/g olarak bulundu.

Kuru labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda
antioksidan kapasiteleri askorbik asit esdegeri cinsinden sirasi ile; 4.59 mg/g, 10.52 mg/g,
13.00 mg/g, 17.86 mg/g, 20.73 mg/g olarak belirlendi.

Kuru labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda antioksidan
kapasiteleri askorbik asit esdegeri cinsinden sirasi ile; 4.97 mg/g, 10.90 mg/g, 12.97 mg/qg,
15.24 mg/g, 20.59 mg/g olarak bulundu.
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Sekil 29. Labada ekstraktlari ve a-tokoferoliin toplam antioksidan aktiviteleri

Konsantrasyon artigina bagli olarak antioksidan kapasitesi de artis gdstermis olup, a-

tokoferol standartinin daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu gézlendi.
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HIiDROKSIL RADIKALI GIDERME AKTIVITESI

Labada ekstraktlarinin hidroksil radikalini giderme aktivitesi hesaplandi (Sekil 30).
Standart olarak BHT kullanilmistir.
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Sekil 30. Labada ekstraktlar1 ve BHT standardinin hidroksil radikali giderme
aktiviteleri

Taze labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki
hidroksil radikali giderme aktiviteleri siras1 ile; 16.00+0,19, 21.40+0,33, 26.20+0,15,
30.70+0,52, 35.70+0,93 olarak bulundu.

Taze labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki hidroksil
radikali giderme aktiviteleri siras1 ile; 12.80+0,60, 21.40+0,27, 24.80+0,21, 28.70+0,13,
39.80+0,24 olarak belirlendi.

Kuru labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki
hidroksil radikali giderme aktiviteleri siras1 ile; 19.104+0,23, 25.30+0,45, 30.00+0,98,
34.60+0,42, 36.20+0,34 oldugu tespit edildi.

Kuru labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki hidroksil
radikali giderme aktiviteleri sirast ile; 12.10+0,25, 20.00+0,56, 22.60+0,88, 28.20+0,58,
32.60+0,35 olarak bulundu.
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BHT standartinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarindaki hidroksil radikali giderme
aktivitesi degerleri sirast ile; 17.85+0,05, 33.39+0,04, 41.25+0,09, 52.67+0,08, 62.50+0,03

olarak belirlendi.
BAKIR iYONLARINI iNDIRGEME POTANSIYELI (CUPRAC METODU)

Cu(Il) iyonlarin1 indirgeme potansiyeline dayanarak toplam antioksidan kapasitesini
Olgmek hedeflenmistir. Sekil 31°de ekstraktlarin bakir iyonlarini indirgeme potansiyeli

verilmistir.
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Sekil 31. Askorbik asit ve ekstraktlarin bakir iyonlarimi indirgeme potansiyeli

Taze labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda bakir
iyonlarini indirgeme giicli potansiyelleri sirasi ile; 0.350+0,174, 0.405+0,108, 0.506+0,022,
0.595+0,091, 0.666+0,216 olarak tespit edildi.

Taze labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda bakir
iyonlarini indirgeme giicli potansiyelleri sirast ile; 0.370+0,233, 0.425+0,168, 0.580+0,044,
0.644+0,183, 0.705+0,308 olarak belirlendi.

Kuru labada yapragi metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda bakir
iyonlarini indirgeme giicli potansiyelleri sirasi ile; 0.337+0,269, 0.400+0,101, 0.500+0,038,
0.670+0,244 olarak bulundu.
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Kuru labada yapragi su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda bakir
iyonlarmi indirgeme giicli potansiyelleri sirast ile; 0.310+0,376, 0.400+0,202, 0.525+0,029,
0.600+0,118, 0.675+0,236 oldugu tespit edildi.

Askorbik asit standartinin 50-250 pg/mL  konsantrasyonlarinda bakir iyonlarini
indirgeme giicii potansiyeli sirasi ile; 0.400+0,286, 0.498+0,098, 0.554+0.026, 0.670+0,188,
0.810+0,224 olarak bulundu. Bu verilerden ECso degerleri hesaplandi (Tablo 14 ve Tablo 15).

Tablo 14. Ekstraktlarin bakir iyonlarimi1 indirgeme potansiyeli sonuclarindan

hesaplanan ECso degerleri

Ekstraktlar Taze labada Taze labada Kuru labada Kuru labada
yaprag su yapragi metanol yapragi su yaprag metanol
ECso(ug/mL) 0.145+0,055 0.196+0,075 0,172+0,050 0.188+0,025

Tablo 15. Askorbik asit standartimn bakir iyonlarim indirgeme potansiyeli

sonu¢larindan hesaplanan ECso degerleri

Standart Askorbik asit

ECso(pg/mL) 0.367+0,090

LINOLEIK ASIT SISTEMINDE FERRIK TiYOSIYANAT (FTC) METODU
ILE TOPLAM ANTiIOKSIDAN AKTIiVITE TAYINi

Linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat metodu kullanilarak ekstraktlarin lipid
peroksidasyonunu inhibe etmeleri BHT, BHA, askorbik asit, a-tokoferol standartlar
kullanilarak degerlendirildi. 12 saatte bir Ol¢iim alinarak peroksidasyon inhibisyonu 96 saat
slireyle takip edildi, kontroliin maksimum absorbans degeri verdigi anlardan hareketle yaprak

ekstraktlar1 ve standartlarin grafikleri ¢izildi.
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Sekil 32. Labada ekstraktlar1 ve standatlarin 50 pg/mL Kkonsantrasyonlarinda

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 33. Labada ekstraktlar1 ve standartlarin 50 pg/mL konsantrasyonlarinda

lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri
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Sekil 33’e gore 50 pg/mL konsantrasyonlarinda taze labada yapraginin metanol ve su

ekstraktlariin lipid peroksidasyonu sirasiyla 79.37+0,87 ve 76.20+0,79, kuru labada

yapragimmin metanol ve su ekstraktlariin lipid peroksidasyonu sirasiyla 80.96+0,71,

80.28+0,69 olarak bulundu. Standart olarak kullanilan BHA, BHT, askorbik asit, o-

tokoferoliin 50 pg/mL konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonlari sirasi ile; 56.47+0,38,
53.07+0,26, 67.58+0,19, 71.89+0,47 olarak tespit edildi.

Absorbans (500 nm)

0,6
0,5
—@— Kontrol
0,4
—@— BHA
BHT
0,3 Askorbik Asit
—@— a-tokoferol
—@—TM
0,2
—— TS
—0— KM
0,1 —@— KS
0
0 20 40 60 80 100 120

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 34. Labada ekstraktlar1 ve standatlarin 100 pg/mL konsantrasyonlarinda

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 35. Labada ekstraktlar: ve standartlarin 100 pg/mL Kkonsantrasyonlarinda

lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri

Sekil 35’e gore 100 pg/mL konsantrasyonlarinda taze labada yapragi metanol ve su
ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirasiyla 79.40+0,44 ve 76.20+0,57, kuru labada yapragi
metanol ve su ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirasiyla 79.80+0,67, 79.20+0,59 olarak
bulundu. Standart olarak kullanilan BHA, BHT, askorbik asit, a-tokoferolin 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonlar1 sirast ile; 59.60+0,41, 58.60+0,39, 71.40+0,27,
75.20+0,61 olarak belirlendi.
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Sekil 36. Labada ekstraktlar1 ve standatlarin 150 pg/mL Kkonsantrasyonlarinda

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 37. Labada ekstraktlar1 ve standartlarin 150 pg/mL konsantrasyonlarinda

lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri
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Sekil 37°ye gore 150 pg/mL konsantrasyonlarinda taze labada yapragi metanol ve su

ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirastyla 82.81+0,51 ve 80.40+0,68, kuru labada yapragi

metanol ve su ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirasiyla 83,56+0,39, 83.11+0,25 olarak
bulundu. Standart olarak kullanilan BHA, BHT, askorbik asit, a-tokoferoliin 150 pg/mL
konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonlar1 siras ile; 68.03+0,84, 76.17+0,28, 74.06+0,12,
76.48+0,63 olarak hesaplandi.
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Sekil 38. Labada ekstraktlari ve standatlarin 200 pg/mL konsantrasyonlarinda

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 39. Labada ekstraktlar: ve standartlarin 200 pg/mL konsantrasyonlarinda

lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri

Sekil 39’a gore 200 pg/mL konsantrasyonlarinda taze labada yapragi metanol ve su
ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirastyla 82.40+0,26 ve 80.34+0,19, kuru labada yapragi
metanol ve su ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirasiyla 83.36+0,72, 82.95+0,39 olarak
bulundu. Standart olarak kullanilan BHA, BHT, askorbik asit, a-tokoferoliin 200 pg/mL
konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonlar1 sirast ile; 69.33+0,49, 75.52+0,57, 76.07+0,74,
75.25+0,31 olarak tespit edildi.
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Sekil 40. Labada ekstraktlar1 ve standatlarin 250 pg/mL konsantrasyonlarinda

linoleik asit peroksidasyonunun zamanla degisimi
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Sekil 41. Labada ekstraktlar1 ve standartlarin 250 pg/mL konsantrasyonlarinda

lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri
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Sekil 41’¢ gore 250 ug/mL konsantrasyonlarinda taze labada yapragi metanol ve su
ekstraktlariin lipid peroksidasyonu sirasiyla 81.50+0,69 ve 79.31+0,43, kuru labada yapragi
metanol ve su ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu sirasiyla 83.81+0,50, 83.30+0,76 olarak
bulundu. Standart olarak kullanilan BHA, BHT, askorbik asit, a-tokoferoliin 250 pg/mL
konsantrasyonlarinda lipid peroksidasyonlar1 sirast ile; 69.29+0,14, 73.66+0,34, 74.30+0,21,
74.68+0,54 olarak bulundu.

KLOROFIL TAYINi

Labada yapraginin klorofil miktar1 yas agirlig1 esas aliarak mg/kg olarak hesaplandi

(Sekil 42).
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Sekil 42. Labada yapraginin klorofil miktarlari

Labada yapragmin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 sirasiyla 12.93
mg/kg, 4.56 mg/kg ve 17.49 mg/kg olarak belirlenmistir.

KAROTENOID TAYINi

Calismada labada yapraginin kuru 6rneginin 300 mg ile ¢alisilmistir (Sekil 43).
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Sekil 43. Labada yapraginin toplam karotenoid icerigi

LC-MS/MS YONTEMI iLE FENOLiK MADDE ANALIZi

Ekstraktlarin arasinda en yiiksek aktiviteye taze labada yapraginin su ekstraktinin

sahip olmasindan dolay1 fenolik madde analizinde bu ekstrakt kullanilarak sonuglar ppb

diizeyinde belirlenmistir (Tablo 16).

Tablo 16. Taze labada yaprag

konsantrasyonlari

ekstraktinda bulunan fenolik maddeler ve

Bulunan Fenolik Maddeler

Konsantrasyon (ppb)

Gallik asit 73,1024
Protokatekuik asit 203,2057
2,5-dihidroksibenzoik asit 81,4790
Kafeik asit 6868,8887
Salisilik asit 17,2674
Siringik asit 166,1959
Trans ferrulik asit 5547,4937
Rutin 12087,0758
p-kumarik asit 812,3711
Kuersetin 242114
Absisik asit 601,9718
Jasmonik asit 153,8098
GSH 85,4819
GSSG 126,4699
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Sekil 44. Taze labada yapragi ekstraktimin gallik asit spektrumu
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Sekil 45. Taze labada yapragi ekstraktinin protokatekuik asit spektrumu
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Sekil 46. Taze labada yaprag: ekstraktimin 2,5-dihidroksibenzoik asit spektrumu
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Sekil 47. Taze labada yapragi ekstraktimn kafeik asit spektrumu
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Sekil 48. Taze labada yaprag ekstraktinin salisilik asit spektrumu

Target Compound  Syringic Acid
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Sekil 49. Taze labada yaprag ekstraktinin siringik asit spektrumu
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Sekil 50. Taze labada yaprag ekstraktinin trans ferrulik asit spektrumu

Target Compound  Rutin
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Sekil 51. Taze labada yapra@ ekstraktinin rutin spektrumu

Target Compound  p-Coumarnic Acd
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Sekil 52. Taze labada yaprag: ekstraktinin p-koumarik asit spektrumu
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Sekil 53. Taze labada yaprag ekstraktinin kuersetin spektrumu

Target Compound  Abscsic Acid
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Sekil 54. Taze labada yapragi ekstraktinin absisik asit spektrumu
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Sekil 55. Taze labada yaprag ekstraktinin jasmonik asit spektrumu
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Sekil 56. Taze labada yaprag: ekstraktinin GSH spektrumu
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Sekil 57. Taze labada yapragi ekstraktinin GSSG spektrumu

62




Tablo 17. Taze labada yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin alikonma siireleri ve m/z

degerleri
Pik Bilesik Alikonma [M-H] (miz)
siiresi

1,694 169
1 Gallik asit

1,840 153
2 Protokatekuik asit
3 2,5-dihidroksibenzoik 2,162 153

asit

3,720 179
4 Kafeik asit

3,822 137
5 Salisilik asit

3,778 197
6 Siringik asit

3,905 193
7 Trans ferrulik asit

3,977 609
8 Rutin

4,033 163
9 p-kumarik asit

4,317 301
10 Kuersetin

4,369 263
11 Absisik asit

4,481 209
12 Jasmonik asit

4,931 306
13 GSH

5,010 611
14 GSSG
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TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda labada (Rumex patientia L.) yapraklarinin taze ve Kkuru
orneklerinde su ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktarlar ile

ekstraktlarin toplam antioksidan aktiviteleri ¢esitli metotlar kullanilarak belirlenmistir.

Taze labada yapraklarindan elde edilen su ekstraktinin ekstraksiyon verimi 48.04
mg/g, metanol ekstraktinin ekstraksiyon verimi ise 58.38 mg/g olarak bulundu. Kuru labada
yapraklarindan elde edilen su ekstraktinin ekstraksiyon verimi 52.8 mg/g, metanol

ekstraktinin ekstraksiyon verimi ise 150.26 mg/g olarak bulundu.

En yiiksek ekstraksiyon veriminin kuru labada yapraklarmmin metanol ekstraktinda

oldugu gozlemlendi.
TOPLAM FENOLIK BIiLESIiK (TPC) TAYINi

Sekil 16” ya gore bu ¢alismada fenolik madde miktarlar gallik asit esdegeri cinsinden
taze labada yapraklarinin metanol ve su ekstraktlarinin sirasi ile; 26.94+0,91 mg/g ve
36.16+0,65 mg/g, kuru labada yapraklarmmin metanol ve su ekstraktlarinin sirasi ile;
25.3840,72 mg/g ve 23.94+0,81 mg/g ekstrakt oldugu tespit edildi. Labada yapraklarinin
fenolik bilesik igerikleri gallik asit esdegeri cinsinden taze-su>taze-metanol>kuru-

metanol>kuru-su seklinde azalma géstermektedir.

Sekil 17°ye gore fenolik madde miktarlar1 pirokatesol esdegeri cinsinden taze labada
yapraklarinin metanol ve su ekstraktlarinin sirasi ile; 16.77+0,96 mg/g ve 22.70+0,94 mg/g,
kuru labada yapraklarmin metanol ve su ekstraktlarmin sirasi ile; 15.76+0,47 mg/g ve

14.84+0,48 mg/g ekstrakt oldugu tespit edildi.
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Labada yapraklarinin fenolik bilesik icerikleri pirokatesol esdegeri cinsinden taze-

su>taze-metanol>kuru-metanol>kuru-su seklinde azalma gostermektedir.

Sat ve Oz (2015) tarafindan yapilan bir arastirmada gallik asit ekivalenti cinsinden
1spanak ve pazi yapraklarmin su ekstraktinda bulunan toplam fenolik madde igerikleri

sirasiyla 51.83 mg GAE/100 g ve 56.06 mg GAE/100 g olarak belirlenmistir (44).

Ay ve Yavasoglu (2017) ¢alismalarinda tere yapragiin metanol ekstraktinda bulunan

toplam fenolik madde igerigini 853.88 mg ferrulik asit/100 g olarak tespit etmislerdir (45).
TOPLAM FLAVONOID iCERIGININ TAYINi

Sekil 20’ye gore bu ¢alismada flavonoid madde igerikleri gallik asit esdegeri cinsinden
taze labada yapraginin metanol ve su ekstraktlarinin sirastyla; 31.55+0,84 mg/g, 49.15+0,29
mg/g, kuru labada yapraginin metanol ve su ekstraktlarinin sirasiyla; 21.05+0,74 mg/g,

26.65+0,14 mg/g ekstrakt oldugu belirlendi.

Labada yapraklarindaki flavonoid madde igeriklerinin gallik asit esdegeri cinsinden
taze-su>taze-metanol>kuru-su>kuru-metanol seklinde azalma gosterdigi belirlendi. Sekil 21°e
gore flavonoid madde igerikleri kuersetin esdegeri cinsinden taze labada yapraklarinin
metanol ve su ekstraktlarinin sirasiyla; 11.41+0,26 mg/g, 17.70+0,55 mg/g, kuru labada
yapraklarinin metanol ve su ekstraktlarinin sirasiyla; 7.66+0,173 mg/g, 9.66+0,19 mg/g
ekstrakt oldugu bulundu.

Labada yapraklarinin flavonoid madde igeriklerinin Kuersetin esdegeri cinsinden taze-

su>taze-metanol>kuru-su>kuru-metanol seklinde azalma gosterdigi belirlendi.

Bunea vd. (2008) c¢aligmalarinda ispanak yapraklarmin flavonoid madde igerigini
208.89+30.4 mg/100g olarak belirlemislerdir (46).

Yanardag ve Kahraman (2009) tarafindan yapilan bir arastirmada labada yapraklarmin
flavonoid madde igeriginin katesin ekivalenti cinsinden 290.69+30.64 pg/mL oldugu
bildirilmistir (47).
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DEMIR (IT) [YONLARINI SELATLAMA AKTIiVITESI

Sekil 22’de labada yapragi ekstraktlart ve standartlarin metal iyonlarini selatlama
aktiviteleri gosterilmistir. Taze labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL
konsantrasyonlarinda metal selatlama aktivitesi sirasiyla 37.30+0,538, 39.10+0,77,
42.00+0,88, 46.30+£0,59, 49.90+0,19 olarak, su ekstraktinin ise 50-250 pg/mL
konsantrasyonlarinda metal selatlama aktivitesi sirasiyla 50.1140,35, 51.30+0,17, 53.80+0,44,
56.40+0,01, 60.50+0,11 olarak belirlenmistir. Kuru labada yapraginin metanol ekstraktinin
50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda metal selatlama aktivitesi sirasiyla 39.50+0,25,
44.00+0,37, 46.00+0,38, 48.60+0,329, 52.30+0,07 olarak, su ekstraktinin ise 50-250 ug/mL
konsantrasyonlarinda metal selatlama aktivitesi sirasiyla 42.50+0,36, 46.20+0,01, 49.30+0,10,
51.00+0,28, 54.20+0,02 olarak bulunmustur.

Taze labada yapraginin su esktraktinin 60.50+0,11 ile ekstraktlar arasinda en yiiksek

Fe*? selatlama aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir.

Glingoren ve Saydam (2017) tarafindan yapilan ¢alismada semizotu 6rneginin 3 farkl
derisimde (0.2, 0.6 ve 1.0 mg/mL) Fe* iyonlarm selatlama aktivitesi aseton, etanol ve su
ekstraktlarinda sirasiyla 0.61+0,07 ile 34.11+1,30 araliginda, 0.37+0,06 ile 59.86+0,03
araliginda ve 3.98+0,26 ile 87.61+2,41 araliginda oldugu belirlenmistir (48).

DPPHe* RADIKALI GIDERME AKTIiVITESININ TAYINi

Sekil 23’ e gore konsantrasyon artisi ile radikal giderme aktivitesi de artig gostermistir.
Taze labada yapragimmin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin DPPHe
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla 15.00+0,27, 17.30+0,15, 20.00+0,33, 22.10+0,26,
23.70+0,42 olarak, su ekstraktinin ise 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinin DPPHe radikali
giderme aktiviteleri sirasiyla 22.4040,04, 25.10+0,35, 26.30+0,06, 27.10+0,28, 28.90+0,67
olarak tespit edildi. Kuru labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 ug/mL
konsantrasyonlarinin DPPHe radikali giderme aktiviteleri sirasiyla 19.20+0.72, 20.80+0,48,
22.00+0,35, 23.80+0,77, 26.70+0,12 olarak, su ekstraktinin ise 50-250 upg/mL
konsantrasyonlarinin DPPHe radikali giderme aktiviteleri sirasiyla 21.20+0,56, 22.80+0,83,
24.80+0,64, 25.10+0,62, 26.20+0,93 olarak belirlendi.

Lone ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada labada yapraginin etanol ekstrakti
icin %DPPH radikali giderme aktiviteleri 5, 10, 25 ve 50 ug/mL konsantrasyonlarda sirasiyla
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%72.4, %43.0 ve %12.5 olarak bulunmustur. 50pg/mL konsantrasyonda aktivite gostermedigi
saptanmustir (49).

Yildirnm ve Mavi (2001) calismalarinda Rumex crispus cinsi kivircik labada

yapraginin %DPPH radikali giderme aktivitesini su ve etanol ekstraktlarinda sirastyla %12.0

ve %4.0 olarak bildirmistir (50).

Giingoren ve Saydam (2017) tarafindan yapilan ¢alismada semizotu yapraginin aseton,
etanol ve su ekstraktlarinda en yiiksek %DPPH radikali giderme aktivitelerinin sirasiyla
56.24+1.98, 53.01+0,26 ve 58.05+1.35 oldugunu saptanmistir (48).

H.02 GIDERME AKTIiVITESI

Sekil 24’te goriildigii lizere; labada yapragi ekstraktlari ve standartlarin H.O> giderme
aktiviteleri konsantrasyon artisi ile azalmigtir. Ekstraktlar arasinda en yiiksek aktiviteyi 50
ug/mL konsantrasyonda taze labada yapragimin su ekstrakti (60.00+0,43) gOstermistir.
Standartlar arasinda ise en yiiksek radikal giderme aktivitesini 50 pg/mL konsantrasyonda
BHT (83.96+0,03) gostermistir.

Demir ve Nadaroglu (2008) ¢alismalarinda kapari yapraginin H2O. giderme
aktivitesini su ekstraktinda %75.0 olarak belirlemislerdir (51).

Tiirkoglu ve ark. (2014) calismalarinda beyaz dut agaci yapraginin 100 pg/mL
konsantrasyonda etanol ekstraktinda H>O> giderme aktivitesini %64.0 olarak bildirmislerdir
(52).

TOPLAM FERRIK IYONLARINI (Fe*3) INDIRGEME KAPASITESININ
TAYINI

Sekil 25°te labada yapragi ekstraktlari ve standartlarin toplam ferrik iyonlarini
indirgeme kapasiteleri gosterilmistir. Buna goére indirgeme kapasitesinin konsantrasyona

bagimli oldugu sonucuna varilmistir.

Taze labada yapraginin metanol ekstraktinin 50-250 pug/mL konsantrasyonlarinda Fe3*
iyonlarin1 indirgeme kapasiteleri sirastyla  0.071+0,018, 0.079+0,007, 0.086+0,003,
0.091£0,009, 0.097+0,014 olarak, su ekstraktinin ise 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda
Fe3* iyonlarin1 indirgeme kapasiteleri sirastyla 0.037+0,021, 0.043+0,015, 0.058+0,001,
0.067+0,010, 0.075+0,024 olarak tespit edildi. Kuru labada yapragimin metanol ekstraktinin

67



50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda Fe®* iyonlarini indirgeme kapasiteleri sirasiyla
0.066+0,016, 0.076+0,007, 0.080+0,002, 0.090+0,008, 0.093+0,012 olarak, su ekstraktinin ise
50-250 upg/mL konsantrasyonlarinda Fe®" iyonlarmi indirgeme kapasiteleri sirasiyla

0.026+0,020, 0.037+0,008, 0.048+0,003, 0.057+0,011, 0.063+0,017 olarak tespit edildi.

Ekstraktlarin  toplam ferrik iyonlarin1 indirgeme kapasiteleri arasinda taze-
metanol>kuru-metanol>taze-su>kuru-su, standartlar arasinda ise BHA>Askorbik asit>a-

tokoferol>BHT siralamasi oldugu gozlenmistir.

Yildirrm vd. (2001) Rumex crispus cinsi kivircik labada yapraklarmin 500 pg/mL

konsantrasyonundaki su ve etanol ekstraktlarinin absorbanslarini sirasiyla 0.130 ve 0.158

olarak belirlemislerdir (50).
SUPEROKSIT ANYON RADIKALINI GIDERME AKTiVITESININ TAYIiNi

Sekil 26° da labada yapragi ekstraktlari ve standartlarin siiperoksit anyon radikalini
giderme aktiviteleri gosterilmistir. Konsantrasyon artist ile beraber radikal giderme

aktivitesinde de bir artis gdzlenmistir.

Taze labada yapragimin metanol ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda
stiperoksit anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla 23.00+0,32, 24.00+0,37, 24.90+0,68,
26.10+0,29, 28.60+0,33, su ekstraktinin 50-250 pg/mL konsantrasyonlarinda siiperoksit
anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla 24.60+0,38, 25.904+0,69, 28.00+0,31,
30.00+0,35, 32.00+0,34 olarak tespit edildi. Kuru labada yapragimin metanol ekstraktinin 50-
250 pg/mL konsantrasyonlarinda siiperoksit anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
20.10+0,047, 21.00+0,17 22.60+0,57, 25.00+0,18, 27.00+0,20, su ekstraktinin ise 50-250
pg/mL  konsantrasyonlarinda siiperoksit anyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
23.60+0,22, 25.70+0,31, 27.20+ 0,29, 28.40+0,01, 29.20+0,28 olarak bulundu.

Yesiloglu ve Giilen (2013) tarafindan yapilan ¢alismada asma yapraklarinin 50 ve 125
pug/mL  konsantrasyonlarindaki su ekstraktlarmin  11.07+1.20 ve 18.25+1.38, metanol
ekstraktlarinin  16.80+£0,52 ve 9.25+0,52 oranlarinda siiperoksit anyon radikali olusumu

tizerine giderme aktivitesi gosterdigi bulunmustur (53).
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ABTS+* RADIKALI GIDERME AKTIVITESININ TAYINi

Sekil 27°de labada yapragi ekstraktlar1 ve standartlarin ABTS<" radikalini giderme
aktiviteleri gosterilmistir. ABTSe" radikalini giderme aktiviteleri karsilastirildiginda
ekstraktlarin; kuru-su>taze-su>kuru-metanol>taze-metanol siralamasinda, standartlarin ise o-
tokoferol>askorbik asit>BHA>BHT siralamasinda azalan giderme aktivitesi belirlenmistir.

ABTS-" radikali i¢in ECso degerleri hesaplanmis olup, taze labada yapraginin metanol
ekstraktinin 13.25+0,28, su ekstraktinin 10.85+0,55 ve kuru labada yapragimin metanol
ekstraktinin  12.65+0,60, su ekstraktinin 10.12+0,50 degere sahip oldugu belirlenmistir.
Standartlarin ECso degerleri ise BHA, BHT, a-tokoferol, askorbik asit igin sirasi ile;
15.34+0,75, 14.96+0,36, 14.20+0,40, 15.2540,30 olarak tespit edilmistir.

Mantle vd. (2000) g¢alismalarinda kuzukulagi yapraginin ABTSe* radikali giderme

aktivitesini troloks ekivalenti cinsinden 0.88 mmol/g kuru agirlik olarak belirlemislerdir (54).

FOSFOMOLIBDEN METODU ILE TOPLAM ANTIOKSIDAN AKTIVITE
TAYINI

Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivite tayininde 50-250 pg/mL
araliginda konsantrasyon artisi ile antioksidan aktivitesinde de artis gdzlenmistir. Standart
olarak kullanillan a-tokoferol ve ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri arasinda a-
tokoferol>taze-su>taze-metanol>kuru-metanol>kuru-su siralamasi gozlenmistir.

Yesiloglu ve Engin (2018) yapmis oldugu calismada miirver yapraklarinin 75-375
pug/mL konsantrasyonlarindaki metanol ekstraktlarinda antioksidan kapasiteyi bu yontemle

16.79 mg/g, 17.31 mg/g, 33.79 mg/g, 39.36 mg/g ve 41.82 mg/g olarak bulmustur (55).

HIDROKSIL RADIKALI GIDERME AKTIVITESI

Sekil 32’te goriildiigii lizere en yiiksek hidroksil radikali giderme aktivitesini 250
pg/mL konsantrasyonda standart olarak kullanilan BHT gostermistir. Standart ve ekstraktlar
arasinda ise BHT>taze-su>kuru-metanol>taze-metanol>kuru-su yoniinde radikal giderme
aktivitesi siralamasi gozlenmistir.

Basak ve Candan (2008) Lallementia canescens L. fisch & mey bitkisinin ve kallus
doku kiiltiiriiniin hidroksil radikalini giderme aktivitelerini sirasi ile bitki metanol dziitii>taze

bitki> kallus doku kiiltiirii>kiiltlir metanol 6ziitii seklinde belirlemislerdir (57).
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BAKIR IYONLARINI INDIRGEME POTANSIYELI (CUPRAC METODU)

Sekil 33’te goriildigli gibi bakir iyonlarini indirgeme potansiyeli konsantrasyona
bagimlidir. 250 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan labada yapragi ekstraktlar1 ve askorbik
asit standartinin bakir iyonlarini indirgeme potansiyelleri arasinda askorbik asit>taze-su>taze-
metanol>kuru-su>kuru-metanol siralamasi gozlenmistir.

Apak vd. (2008) calismalarinda kafeik asit ve klorojenik asit igin bakir iyonlarini
indirgeme potansiyelini sirasiyla %2.89 ve %2.47 olarak bildirmislerdir (58).

Karagozler ve Yavaser (2011) Vitamin A, Vitamin C ve Vitamin E ile yapmis
olduklar1 caligmada bu vitaminlerin bakir iyonlarini indirgeme potansiyellerini sirasiyla

2.147+0.056, 1.471+0.140 ve 1.294+0.043 olarak belirlemislerdir (59).

LINOLEIK ASIT SISTEMINDE FERRIK TiYOSIiYANAT (FTC) METODU
ILE TOPLAM ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINI

Sekil 35°te goriildiigii tizere 50 pg/mL konsantrasyonda labada yapragi ekstraktlari ve
standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri arasinda kuru-metanol>kuru-
su>taze-metanol>taze-su>a-tokoferol>askorbik asit>-BHA>BHT siralamasi gézlenmistir.

Sekil 37°te goriildiigii tizere 100 pg/mL konsantrasyonda labada yapragi ekstraktlari
ve standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri arasindaki siralama kuru-
metanol>taze-metanol>kuru-su>taze-su>a-tokoferol>askorbik asit>BHA>BHT seklindedir.

Sekil 39’a gore 150 pg/mL konsantrasyonda labada yaprag: ekstraktlart ve
standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme siralamasi kuru-metanol>kuru-su>taze-
metanol>taze-su>a-tokoferol>askorbik asit>BHT>BHA seklindedir.

Sekil 41°te goriildiigi tizere 200 pg/mL konsantrasyonda labada yapragi ekstraktlari
ve standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri arasinda kuru-metanol>kuru-
su>taze-metanol>taze-su>askorbik asit>BHT>a-tokoferol>BHA siralamas1 gdzlenmistir.

Sekil 43’te goriildiigii gibi 250 pug/mL konsantrasyonda labada yapragi ekstraktlari ve
standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme siralamasi kuru-metanol>kuru-su>taze-
metanol>kuru-metanol>a-tokoferol>askorbik asit>BHT>BHA seklinde belirlenmistir.

Sekillerden de anlagilacag tizere 50-250 pg/mL konsantrasyon araliginda kuru labada
yapraginin metanol ekstraktinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yiizdesi en yiiksektir.

Karagozler ve Yavaser (2011) yapmis olduklar1 ¢aligmada gallik asit ve kuersetin
dogal antioksidanlarinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme miktarlarin1 33.42+3.11 ve

92.9140,40 olarak belirlemiglerdir (59).
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KLOROFIL TAYINI

Sekil 30’a gore taze labada yapraklarinin klorofil miktart Klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil tiiriinden 12.93 mg/kg, 4.56 mg/kg ve 17.49 mg/kg yas agirlik olarak tespit
edilmistir.

Yesiloglu ve Giilen (2013) ¢alismalarinda yonca yapraklarinin klorofil a, klorofil b ve
toplam klorofil iceriklerini sirasiyla 8.89+0.82, 3.82+0.55 ve 12.71+1,36 mg/kg yas agirlik
olarak tespit etmislerdir (53).

KAROTENOID TAYINI

Sekil 31’e gore kurutulmus labada yapraklarinin toplam karotenoid icerigi %10.82
olarak belirlenmistir.

Yildiztekin ve Tuna (2015) yapmis olduklar1 calismalarinda yonca yapraklarinin
karotenoid miktarin1 22.34 pg/g YA olarak bildirmislerdir (56).

LC-MS/MS YONTEMI ILE FENOLIK MADDE ANALIZI

Taze labada yapraginin su ekstraktinin LC-MS/MS yontemi ile fenolik madde analizi
yapilmustir. Sekil 44-57 *de bu maddelerin spektrumlari gosterilmistir. Tablo 16°da goriildiigii
lizere taze labada yapragi ekstraktinda bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik
asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit, kafeik asit, salisilik asit, siringik asit, trans ferrulik asit, rutin,
p-koumarik asit, kuersetin, absisik asit, jasmonik asit, GSH ve GSSG’dir. Bunlar arasinda
analizler sonucu en yiiksek konsantrasyonu rutin (12087,0758 pg/kg), en disik
konsantrasyonu ise salisilik asit (17,2674 ng/kg) gostermistir.

Taze labada yapragi ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 analiz
sonucunda biiyiikten kiigiige dogru rutin>kafeik asit>trans ferrulik asit>p-koumarik
asit>absisik asit>protokatekuik asit>siringik asit>jasmonik asit>GSSG>GSH>2,5-dihidroksi
benzoik asit>gallik asit>quersetin>salisilik asit siralamas1 oldugu belirlenmistir.

Yesiloglu ve Engin (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada miirver meyvesinin icerdigi
fenolik maddelerin trans p-kumarik asit, katesin, siringik asit, salisilik asit, trans sinapik asit

oldugunu tespit etmislerdir (55).
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SONUCLAR

Biyolojik sistemler serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin verdigi hasara kars1
koruyucu sistemler igerirler. Bu sistemler antioksidanlar olarak adlandirilmakta, viicudu basta
kanser olmak tizere norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi korumakta, DNA
mutasyonlarini dnlemektedirler.

Bu tez calismasinda Trakya bolgesinde yetistirilen labada yapraginin taze ve
kurutulmus Orneklerinin igerdikleri antioksidan aktivitenin incelenmesi ve literatiire
kazandirilmasi amag edinilmistir.

Toplam fenolik bilesik tayininde gallik asit ve pirokatesol standartlar1 kullanildi.
Gallik asit ve pirokatesol kullanilarak standart grafikler sirasi ile; y=0,0009x-0,0025 ve
y=0,0014x+0,0052 olarak belirlendi. Gallik asit esdegeri olarak en yiiksek fenolik bilesik
miktarina taze labada yapragmin su ekstraktinin (36.16+0,65 mg GAE/g) sahip oldugu
bulundu. Pirokatesol esdegeri olarak da en yiiksek fenolik bilesik miktarina yine taze labada
yapraginin su ekstraktinin (22.70+£0,94 mg PKE/g) sahip oldugu tespit edildi.

Toplam flavonoid igeriginin tayininde gallik asit ve kuersetin standart olarak
kullanild1. Gallik asit ve kuersetin kullanilarak standart grafiklerin sirasi ile; y=0,001x+0,0005
ve y=0,0028x-0,0036 oldugu bulundu. Gallik asit esdegeri olarak en yiiksek flavonoid
igerigine taze labada yapraginin su ekstraktinin (49.15+0,29 mg GAE/g) sahip oldugu
belirlendi. Kuersetin esdegeri olarak da en yiiksek flavonoid igerigine yine taze labada
yapraginin su ekstraktinin (17.70+£0,55 mg QUE/g) sahip oldugu bulundu.

Demir (II) iyonlarin1 selatlama aktivitesinin tayininde BHA, BHT, askorbik asit ve
EDTA standartlar1 kullanildi. 250 pg/mL konsantrasyonunda en yliksek selatma aktivitesine
EDTA (68.00+0,67) ve taze labada yapragmin su ekstraktinin (60.50+0,11) sahip oldugu
tespit edilmistir.
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DPPHe radikali giderme aktivitesinin tayininde BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik
asit standartlar1 kullanilmigtir. 100 pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek radikal giderme
aktivitesine BHA (37.50+0,18) ve taze labada yapraginin su ekstraktinin (25.10+0,35) sahip
oldugu belirlenmistir. ECso degerleri arasinda en yiiksek degere a-tokoferol (18.26+0,33
pug/ml), en diisiik degere ise taze labada yapraginin su ekstraktinin (8.46+0,75 pg/ml) sahip
oldugu belirlenmistir.

H20; giderme aktivitesinin tayininde BHT, BHA, askorbik asit, a-tokoferol
standartlar1 kullanildi. 50 ug/mL konsantrasyonunda en yiiksek H20. giderme aktivitesine
BHT (83.96+0,03) ve taze labada yapragmnin su ekstraktinin (60.00+0,43) sahip oldugu
bulunmustur.

Toplam ferrik iyonlarin1 (Fe*®) indirgeme kapasitesinin tayininde standart olarak
BHA, BHT, a-tokoferol ve askorbik asit kullanildi. 100 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek
Fe*® iyonlarmi indirgeme kapasitesine askorbik asit ( 0.137+0,021) ve taze labada yapragmin
metanol ekstraktinin (0.079+£0,007) sahip oldugu tespit edilmistir.

Siiperoksit anyon radikalini giderme aktivitesinin tayininde BHA, BHT ve askorbik
asit standartlar1 kullanildi. 150 pg/mL konsantrasyonunda en yiiksek siiperoksit anyon
radikalini giderme aktivitesini askorbik asit (28.60+0,30) ve taze labada yapraginin su
ekstrakti (28.00+£0,31) gostermistir.

ABTSe+ radikali giderme aktivitesi tayininde standart olarak BHA, BHT, a-tokoferol
ve askorbik asit kullanildi. 200 pg/mL konsantrasyonda en yiliksek ABTSe+ radikali giderme
aktivitesine a-tokoferol (64.40+0,194) ve kuru labada yapraginin su ekstraktinin (60.40+0,68)
sahip oldugu belirlenmistir. ECsg degerleri arasinda en yiiksek degere BHA nin ( 15.34+0,75
pg/mL), en diisiikk degere ise kuru labada yapraginin su ekstraktinin (10.12+0,50 pg/mL) sahip
oldugu belirlenmistir.

Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivite tayininde askorbik asit standart
olarak kullanildi ve askorbik asit standart grafigi y=0,0029x+0,0008 olarak bulundu. En
yiiksek antioksidan aktivitesi a-tokoferol ve taze labada yapraginin su ekstraktinda 24.14 mg
askorbik asit/g oldugu tespit edilmistir.

Hidroksil radikali giderme aktivitesi tayininde BHT standart olarak kullanildi. 250
pg/mL konsantrasyonda BHT nin hidroksil radikali giderme aktivitesinin 62.50+0,03 oldugu
bulundu. Labada yapragi ekstraktlari arasindan da taze labada yapragmin su ekstrakti

39.80+0,24 ile en yiiksek radikal giderme aktivitesini gdstermistir.
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Bakir iyonlarin1 indirgeme potansiyeli tayininde askorbik asit standart olarak
kullanildi. 100 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek potansiyele askorbik asit (0.498+0,098) ve
taze labada yapragmin su ekstraktinin (0.425+0,168) sahip oldugu belirlenmistir. ECsg
degerlerinin askorbik asit i¢in 0.367+0,090 pg/mL, taze labada yapraginin su ekstrakti igin
0.145+0,055 pg/mL oldugu tespit edilmistir.

Ferrik tiyosiyanat metodu ile toplam antioksidan aktivite tayininde standartlar BHA,
BHT, askorbik asit ve a-tokoferol’diir. 50 pg/mL konsantrasyon i¢in en yiiksek toplam
antioksidan aktiviteye a-tokoferol (71.89+0,47) ve kuru labada yapragi metanol ekstraktinin
(80.96+0,71) sahip oldugu belirlendi. 100 pg/mL konsantrasyon i¢in en yiiksek toplam
antioksidan aktiviteye a-tokoferol (75.20+0,61) ve kuru labada yapragi metanol ekstraktinin
(79.80+0,67) sahip oldugu tespit edildi. 150 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek toplam
antioksidan aktiviteye o-tokoferol (76.48+0,63) ve kuru labada yapraginin metanol
ekstraktinin (83.56+0,39) sahip oldugu bulundu. 200 pg/mL konsantrasyon igin en yliksek
toplam antioksidan aktivite a-tokoferol (76.07+0,74) ve kuru labada yapragi metanol
ekstraktinda (83.36+0,72) gozlemlendi. 250 pg/mL konsantrasyon icin en yiiksek toplam
antioksidan aktiviteye a-tokoferol (74.68+0,54) ve kuru labada yapragi metanol ekstraktinin
(83.81+0,50) sahip oldugu tespit edildi.

Klorofil a miktar1 12.93 mg/kg yas agirlik, klorofil b miktar1 4.56 mg/kg yas agirlik ve
toplam klorofil miktar1 17.49 mg/kg yas agirlik olarak bulunmustur.

Toplam karotenoid igerigi kuru agirhik basmna % toplam karotenoid miktari
hesaplanarak %10.82 olarak belirlendi.

LC-MS/MS ile taze labada yapragi ekstraktinin fenolik madde tayininde standart
olarak absisik asit, kafeik asit, katesin, epikatesin, etilgallat, gallik asit, 2,5-dihidroksibenzoik
asit, gibberallik asit, kamferol, jasmonik asit, kumarin, naringin, p-kumarik asit, propil gallat,
protokatekuik asit, kuersetin, salisilik asit, siringik asit, trans ferrulik asit, rutin, 2-hidroksi
trans sinnamik asit, ellagic asit, mirisetin, GSH ve GSSG kullanilmistir. Taze labada yapragi
ekstraktlarinda bulunan fenolik maddeler; gallik asit, protokatekuik asit, 2,5-dihidroksi
benzoik asit, kafeik asit, salisilik asit, siringic asit, trans ferrulik asit, rutin, p-kumarik asit,
kuersetin, absisik asit, jasmonik asit, GSH ve GSSG’dir. Taze labada yaprag:1 ekstraktinda
rutin (12087,0758 pg/kg) en yiiksek konsantrasyona, salisilik asit ise en diisiik konsantrasyona
(17,2674 pg/kg) sahiptir.
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OZET

Labada (Rumex patientia L.) yapraginin taze ve kurutulmus 6rneklerinin metanol ve su
ekstraktlar1 hazirlanarak serbest radikalleri giderme ve antioksidan aktiviteleri farkl
metotlarla incelendi.

En yiiksek toplam fenolik bilesik, toplam flavonoid igerigi ve Demir (II) iyonlarimi
selatlama aktivitesini taze labada yapraginin su ekstrakti gostermistir.

DPPHe- radikali giderme akvitesinin tayininde, standartlara en yakin aktiviteyi taze
labada yapraginin su ekstrakti (28.90+£0,67) gostermistir. H20. giderme aktivitesinin
tayininde, en yiiksek H202 giderme orani1 taze labada yapraginin su ekstraktinda belirlendi.
Toplam ferrik (Fe™®) iyonlarini indirgeme kapasitesi tayininde, labada ekstraktlarinin
indirgeme kapasiteleri arasinda taze-metanol>kuru-metanol>taze-su>kuru-su siralamasi
gozlemlendi. Siperoksit anyon radikali giderme aktivitesi tayininde, en yliksek radikal
giderme aktivitesini taze labada yapraginin su ekstrakti gosterdi.

ABTS-" radikali giderme aktivitesinin tayininde, kuru labada yapraginin su ekstrakti
(60.40+0,68) diger labada yapragi ekstraktlarindan daha yiiksek oranda radikal giderme
aktivitesi gosterdi. Fosfomolibden metodu ile toplam antioksidan aktivite tayininde, taze
labada yapraginin su ekstraktinin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu anlasildi.

Klorofil iceriginin belirlenmesinde, toplam klorofil miktar1 (17.49 mg/kg) yas agirlik
cinsinden incelendi. Karotenoid igeriginin tayininde, kuru agirligmm mg’1 basina diisen %
toplam karotenoid icerigi (%10.82) tespit edildi.

Hidroksil radikali giderme aktivitesini en yiiksek taze labada yapraginin su ekstrakti
gosterdi. Bakir iyonlarini indirgeme potansiyelinin tayininde, taze labada yapraginin su

ekstrakt1 en yiiksek indirgeme potansiyelini gosterdi.
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Linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu ile toplam antioksidan
aktivite tayininde, en yiiksek aktiviteyl kuru labada yapragi metanol ekstraktinin (83.81+0,50)
gosterdigi tespit edildi.

LC-MS/MS ile fenolik madde analizinde, en yiiksek konsantrasyonun rutinde
(12087,0758 ng/kg), en diisikk konsantrasyonun ise salisilik asitte (17,2674 pg/kg) oldugu
gbzlemlendi.

Labada (Rumex patientia L.) bitkisinin taze ve kuru drneklerinden elde edilen metanol
ve su ekstraktlarinin antioksidan aktivite gosterdigi ve taze labada yapragmin sentetik
antioksidanlara alternatif olabilecek dogal bir antioksidan kaynagi olabileceginin sonucuna

varildi.

Anahtar kelimeler: Labada, Rumex patientia L., antioksidan aktivite, DPPHe, fenolik bilesik,

demir (IT) iyonlarimni selatlama aktivitesi.
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EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
PHYTOCHEMICAL PROFILE OF DOCK (Rumex patientia L.)
EXTRACTS BY IN VITRO METHODS

SUMMARY

The antioxidant activities of fresh and dried samples of (Rumex patientia L.) plant
were by preparing methanol and water extracts, free radicals were examined by different
methods.

The highest total phenolic compound, total flavonoid content and iron (Il) ions
chelating showed the water extracts of the fresh dock.

In the determination of DPPHe radical scavenging activity, the nearest activity to the
standards showed the water extract of the fresh dock. In the H2O2 scavenging activity assay,
the highest H202 removal rate was determined in the fresh extract of water.

In the determination of total ferric ions (Fe*) reduction capacity, fresh-methanol>dry-
methanol>fresh-water>dry-water sequence was observed among the reduction capacities of
extracts in the dock. In the determination of superoxide anion radical scavenging activity, the
highest radical scavenging activity showed fresh extracts of water.

In the determination of ABTSe+ radical scavenging activity, the water extract of the
dry dock showed a higher rate of radical removal than the extracts of the other dock. The total
antioxidant activity was determined by the phosphomolybdenum method, it was found that
fresh water extract had higher.

In determining chlorophyll content, total chlorophyll content (17.49 mg/kg) was
examined in terms of wet weight. Total carotenoid content per mg of dry weight (%10.82)

was determined in determination of carotenoid content. In determining the hydroxyl radical

77



scavenging activity showed the highest of fresh water extract. In the determination of the
reduction potential of copper ions, the fresh water extract showed the highest reduction
potential.

Determination of the total antioxidant capacity by the ferric thiocyanate method in
linoleic acid sytem, the highest activity was determined by the methanol extract
(%83.81+£0,50) in the dry dock. In the analysis of phenolic material by LC-MS/MS, the
highest concentration was observed in routine (12087,0758 pg/kg) and the lowest
concentration in salicylic acid (17,2674 ng/kg).

It was concluded that methanol and water extracts obtained from fresh and dry
samples of dock (Rumex patientia L.) plant have antioxidant activity and fresh dock could be

a natural antioxidant source that can be an alternative to synthetic antioxidants.

Key words: Dock, Rumex patientia L., antioxidant activity, DPPHe, phenolic compound,

chelating activity of iron (1) ions.
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