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OZET

Yuksek Lisans Tezi

DiISBUDAK(FRAXINUS EXCELSIOR-FRAXINUS AMERICANA)
AGACININ YAPRAKLARINDAKI TOPLAM FENOLIK BIiLESiKLER VE
ANTIOKSIDAN KAPASITESININ TAYINi

Buse AYDOGAN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisl
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ali CELIK

Bu ¢alismayla, Bati Anadolu ve Akdeniz Bolgelerinde yetisen ve zeytingiller
(Oleaceae) familyasindan olan Yerli (Fraxinus Excelsior) ve Amerikan Disbudak
(Fraxinus Americana) ‘in yapraklarinda toplam fenolik madde miktari, toplam
antioksidan kapasitesi, radikal giderme Kkapasitesi belirlenerek Ulkemiz icin
ekonomik potansiyeli ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Yerli ve Amerikan Disbudak agaglarinin yapraklart kurutulup havanda toz
haline getirildikten sonra ekstraksiyon ve infiizyon islemleri uygulanmistir. Digsbudak
bitkisi yapraklarina ait ekstraktlardaki toplam fenolik madde miktar1 (Folin-
Ciocalteu), toplam antioksidan kapasitesi CUPRAC (Cu () iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite) ve radikal giderme kapasitesi DPPH (DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikali giderme kapasite) yontemleri ile spektrofotometrik olarak
tayin edilmistir.

Sonuglara gore toplam fenolik madde miktar1 tayini icin; Amerikan
Disbudagi'nin %70(h/h)’lik metanol-su ekstraktlarinda 110,92+4,75 mg GAE/ g
ornek, Yerli Disbudak %70(h/h)’lik metanol-su ekstraktinda ise 70,21+3,64 mg
GAE/ g 0rnek bulunurken inflizyon orneklerinde Amerikan Disbudagi igin
45,06+5,16 mg GAE/ g o6rnek, Yerli Disbudak i¢in ise 46,45+4,49 mg GAE/ g 6rnek
bulunmustur.

DPPH yodnteminde %70(h/h)ik metanol-su ekstraktlar1 Amerikan Disbudak
icin 2,21+0,01 mg Troloks esdegeri/ g ornek, Yerli Digsbudak i¢in 2,19+0,04 mg
Troloks esdegeri/ g 6rnek olarak hesaplanmustir. infiizyon 6rneklerinde ise Amerikan
Disbudak 2,08+0,07 mg Troloks esdegeri/ g 6rnek, Yerli Disbudak 2,08+0,07 mg
Troloks esdegeri/ g 6rnek olarak radikal giderme kapasitesi hesaplanmustir.

CUPRAC yonteminde %70(h/n)'lik metanol-su ekstraktlar1 Amerikan
Disbudak igin 238,38+6,74 mg Troloks esdegeri/ g Ornek, Yerli Disbudak i¢in
138,45+5,07 mg Troloks esdegeri/ g &rnek olarak hesaplanmistir. Infiizyon
orneklerinde ise Amerikan Disbudak 76,7443,31 mg Troloks esdegeri/ g 6rnek, Yerli



Disbudak 91,42+2,66 mg Troloks esdegeri/ g Ornek olarak toplam antioksidan
kapasitesi hesaplanmustir.

Zeytingillerin ana bileseni olan oleuropein miktar1 Yerli Digbudak agaci
yapraklarinda %70(h/h)’lik metanol-su ekstraktlar1 igin 55192,12 + 3863,45 ug/g,
inflzyon orneklerinde ise 29442,74 + 2060,99 pg/g olarak bulunurken, Amerikan
Disbudak agaci yapraklart %70(h/h)’lik metanol-su ekstraktlarinda 27085,27 *
1895,97 ug/g, infuzyona ait oOrneklerde 17298,65 + 1210,91 pg/g olarak
bulunmustur.

Tirozol miktar1 Yerli Disbudak agaci yapraklar1 %70(h/h)’lik metanol-su
ekstraktlarinda 153,37 = 12,27 ug/g, infuzyon orneklerinde 405,89 +27,35 ug/g
bulunmus olup, Amerikan Disbudak agaci yapraklarinin %70(h/h)’lik metanol-su
ekstraktlarinda 119,49 = 16,30 pg/g, infuzyon orneklerinde 362,79 +25,39 ug/g
bulunmustur.

Hidroksitirozol miktar1 Yerli Disbudak agaci yapraklari %70(h/h)’lik
metanol-su ekstraktlarinda 118,40 +15,25 pg/g, infuzyon 6rneklerinde 392,11 +26,15
Mg/g bulunmus olup, Amerikan Disbudak agaci yapraklariin %70(h/h)’lik metanol-
su ekstraktlarinda 161,45 +19,37 pg/g, infizyon orneklerinde 496,33+27,35 ug/g
bulunmustur.

Calismada incelenen Yerli Disbudak agaci yapraklarina ait %70(h/h)’lik
metanol-su ekstraktlarinda miktar yiiksek olan diger fenolik bilesiklerden klorogenik
asit 1764,67 + 24,63 pg/g; hesperidin ve verbaskosid miktarlar1 ise sirasiyla
23691,29 + 1147,36 pg/g; 2809,06 + 78,63 pg/g ornek olarak bulunurken, inflzyon
orneklerinde hyperoside 329,28 + 25,04 pg/g; hesperidin ve verbaskosid miktarlari
sirastyla 7091,47 + 305,54 ug/g ; 6850,13 £ 968,07 pg/g 6rnek oldugu saptanmustir.

Amerikan Disbudak agact yapraklarina ait %70(h/h)’lik metanol-su
ekstraktlarinda luteolin 7-glukozid 983,58 + 30,38 pg/g; hesperidin ve verbaskosid
miktarlart sirastyla 14369,23 + 238,02 ug/g; 18585,06 + 265,43 pg/g olarak
bulunurken, inflzyon érneklerinde klororogenik asit 963,49 + 51,64 pg/g; hesperidin
ve verbaskosid miktarlar1 sirasiyla 11086,24 + 1131,70 pg/g; 846,60 + 133,88 ug/g
olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yerli Disbudak, Amerikan Disbudak, Zeytingiller, Toplam
fenolik madde miktar1, CUPRAC, DPPH, Oleuropein
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In this work, total amounts of the phenolic matter, total antioxidant capacities
and radical scavenging capacity were determined in Fraxinus Excelsior and Fraxinus
Americana leaves growing in the Western Anatolia and Mediterranean regions and
belonging to the family of Oleaceae and the economic potential of these species for
our country was evaluated.

Both the extraction and infusion processes were applied to the samples after
the leaves of Fraxinus Excelsior and Fraxinus Americana were dried and powdered.
Total amounts of the phenolic matter, total antioxidant capacities and radical
scavenging capacity of the leaves extracts were determined spectrophotometrically
by Folin-Ciocalteu, CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity) and DPPH
(DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging capacity) methods,
respectively.

Total amounts of the phenolic matter in the methanol:water (70:30, v/v)
extracts of the leaves were determined as 110.92+4.75 mg GAE/ g sample and
70.21+£3.64 mg GAE/ g sample in Fraxinus Americana and Fraxinus Excelsior,
respectively. Moreover, 45.06+£5.16 mg GAE/ g sample for Americana Fraxinus and
46.45+4.49 mg GAE/ g sample for Fraxinus Excelsior were found in the infusion
extracts of the leaves.

DPPH methods in the methanol:water (70:30, v/v) extracts of the leaves were
calculated as 2.21+0.01 mg TE/ g sample and 2.19+0.04 mg TE/ g sample via DPPH
method in Fraxinus Americana and Fraxinus Excelsior, respectively. In addition,
2.08+0.07 mg TE/ g sample for Americana Fraxinus and 2.08+0.07 mg TE/ g sample
for Fraxinus Excelsior were found in the infusion extracts of the leaves.

CUPRAC methods in the methanol:water (70:30, v/v) extracts of the leaves
were determined as 238.38+6.74 mg TE/ g sample and 138.45+5.07 mg TE/ g
sample with CUPRAC method in Fraxinus Americana and Fraxinus Excelsior,
respectively. Furthermore, 76.74+3.31 mg TE/ g sample for Americana Fraxinus and
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91.42+2.66 mg TE/ g sample for Fraxinus Excelsior were calculated in the infusion
extracts of the leaves.

Oleuropein, the major component of the Oleaceae family, was found as
55192.12 + 3863.45 pg/g in the methanol:water (70:30, v/v) extract, 29442.74 +
2060.99 pg/g in the infusion extract of Fraxinus Excelsior leaves and 27085.27 +
1895.97 ug/g g in the methanol:water (70:30, v/v) extract, 17298.65 + 1210.91 ug/g
in the infusion extract of Fraxinus Americana leaves.

Tyrosol amount of the extracts of Fraxinus Excelsior leaves were found as
153.37 +.12.27 pg/g and 405.89 £27.35 pg/g in the methanol:water (70:30, v/v)
extract and the infusion extract, respectively. In addition, 119.49 +.16.30 pg/g
tyrosol for the methanol:water (70:30, v/v) extract and 362.79 £25.39 ug/g tyrosol
for the infusion extract of Fraxinus Americana were determined quantitatively.

Hydroxytyrosol was determined as 118.40 £15.25 pg/g in the methanol:water
(70:30, v/v) extract, 392.11 £26.15 ug/g in the infusion extract of Fraxinus Excelsior
leaves and 161.45 +19.37 pg/g in the methanol:water (70:30, v/v) extract,
496.33£27.35 ug/g in the infusion extract of Fraxinus Americana leaves.

Chlorogenic acid, hesperidin and verbascoside which are abundant in
Fraxinus Excelsior leaves were found as 1764.67 + 24.63 pg/g, 23691.29 + 1147.36
pg/g and 2809.06 + 78.63 ug/g in the methanol:water (70:30, v/v) extracts |,
respectively. Furthermore, hyperoside, hesperidin and verbascoside were determined
as 329.28 + 25.04 pg/g, 7091.47 + 305.54 pg/g and 6850.13 + 968.07 pg/g in the
infusion extracts of Fraxinus Excelsior leaves.

Luteolin 7-glucoside, hesperidin and verbascoside amounts were found as
983.58 + 30.38 ug/g, 14369.23 + 238.02 pg/g and 18585.06 + 265.43 pg/g in the
methanol:water (70:30, v/v) extracts of Fraxinus Americana leaves. In addition,
chlorogenic acid, hesperidin and verbascoside were determined as 963.49 + 51.64
Mg/g, 11086.24 + 1131.70 pug/g and 846.60 + 133.88 ug/g in the infusion extracts of
Fraxinus Americana leaves.

Keywords: Fraxinus Excelsior, Fraxinus Americana, Oleaceae, Total amounts of the
phenolic matter, CUPRAC, DPPH, Oleuropein
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1. GIRIS

Sifali bitkileri insanlar ge¢misten giinimiize kadar gerek gida gerekse ilag
yapimi gibi ¢esitli alanlarda kullanmislardir. Giiniimiizde sifali bitki droglarinin
modern tip uygulamalarina alternatif olarak siklikla kullanildigi hatta fitoterapi
egitimi alan doktorlarin bunlar1 regetelerine yazabildikleri gorilmektedir. Bu nedenle
saglik agisindan olumlu sonuglar doguran dogal materyallerden hazirlanan drog ve
ekstraktlarin elde edilmesi ve ticari tiiketimi arastirmacilarin iizerinde durdugu bir

konu olmustur.

Antioksidan bilesikler iceren meyve ve sebzelerin yani sira geleneksel olarak
tibbi amagla kullanilan ve sifali bitkiler olarak bilinen bitki tiirlerinin insan sagligi
acisindan O6nemi oldukg¢a yiiksektir. Antioksidanlarin, yiyeceklerde veya vicutta
diisiik derisimlerde bulundugu zaman, oksidasyonu énemli derecede engelleyici ve

geciktirici olduklari belirtilmistir [1].

Antioksidanlar, vicuttaki kimyasal prosesler (6zellikle oksidasyon)
sonucunda olusan, basta kanser olmak {izere, seker hastaligt ve kalp-damar
hastaliklarina neden olan ve yuksek derecede reaktif olan serbest radikalleri
soniimleyen maddelerdir. Antioksidanlarin bir kismin viicut, serbest radikallere kars1
bir savunma sistemi olarak kendisi iiretirken, antioksidanlarin énemli bir kismi da
dogal iiriinlerden karsilanmaktadir. Fenolik bilesikler etkili dogal antioksidanlardan

olup fenolik asitler, flavonoidler ve fenolik polimerler (tanenler)'i igeren bilesiklerdir

[2].

Sifali bitkilerin kokleri, yapraklari, dallari/govdeleri, kabuklari, cigekleri,
meyveleri gibi degisik kisimlar1 genellikle polifenolik bilesikler (antioksidanlar)
bakimindan zengindir. Tiirkiye cografi konumundan dolay1 floristik anlamda olduk¢a
zengin olup, iklim ve toprak ozellikleri bakimindan bir¢ok bitkinin ana vatam

olmustur.

Disbudak (Fraxinus Excelsior ) zeytingiller (Oleaceae) familyasindan olup
boyu 10 m’yi bulan, tirtine gére maksimum boyu 10-30 m arasinda degisebilen

dolgun ve diizgiin govdeli yuvarlak tepeli agaglardir. Ege Bolgesi, Trakya, Kocaeli



ve Karadeniz Bolgesi. (izmit, Cankiri, Kastamonu, Samsun, Ladik, Amasya,
Gokgedag, Maras (Ahir dagi), Mersin (Toros daglar1) havalisindeki ormanlar ve

Kuzey Anadolu daglarinda bulunur.

Disbudak agacinin yapraklar1 halk arasinda idrar sokturtict, mushil ve st
ifrazin1 arttirict  olarak, inflizyon (%5-6) veya dekoksiyon (%2-3) halinde
kullanildig1, kabuklarmin ates diisiiriicii etkisine sahip oldugu belirtilmekte olup

ayrica tohumlarininda idrar soktiriicu olarak kullanildig: ifade edilmektedir [3].

Polifenollerin  kronik  dejeneratif hastaliklara, 6zellikle kalp-damar
hastaliklarina karsi koruyucu etkisini destekleyen bilimsel kanitlarin artmasiyla [4,5]
birlikte sebzeler, tahillar, meyveler ve tibbi bitkiler de fenolik bilesenlerin ayri ayri
tanimlanarak miktarlarinin  tespit edilmesi, toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi 6nemli ve giincel arastirma konularindan olmustur [6, 7]. Oleaceae

familyasinda bolca bulunan oleuropein, secoiridoid grubuna ait bir turdur.

Bu ¢alismayla, Batt Anadolu ve Akdeniz Bolgelerinde yetisen ve zeytingiller
(oleaceae) familyasindan olan Yerli ve Amerikan Disbudak (Fraxinus Excelsior,
Fraxinus Americana) ‘in yapraklarindaki fenolik bilesenler ve bunlarin miktarlari,
oleuropein miktari, toplam fenolik madde miktari, toplam antioksidan kapasitesi ve
radikal giderme kapasitesi belirlenerek Ulkemiz igin ekonomik potansiyeli ortaya

konulmaya ¢alisilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dig yoriingelerinde eslesmemis elektronu bulunduran
reaktivitesi yiiksek kararli olmayan atom ya da molekullerdir [8]. Kararli olmayan
atom ya da molekiillerin sebep oldugu inorganik maddeler biyolojik materyallerdeki
molekdllerle reaksiyona girer ve bu sayede serbest hale gecerler. Serbest radikaller,
dis yoriingelerindeki bu eslesmemis elektron eksikligini reaksiyona girdikleri komsu
molekiillerden alarak uzaklagirlar. Bu molekiiller elektron kaybettigi icin kararsiz
hale gectiklerinden serbest radikaller olusur. Aralarindaki etkilesim siirekli
oldugundan serbest radikale doniismesine neden olan reaksiyon meydana gelir. Bu
reaksiyona "otokatalitik reaksiyon" denir [9, 10]. Eslesmemis elektron giftleri, serbest
radikallerin reaktiflik kazanmasina neden olur, buda biyolojik materyallerin zarar
gérmesine yol acar. Basta kanser olmak lizere, kalp damar hastaligi, seker hastaligi

gibi hastaliklara neden olur [11, 12].

Gundmuzde antioksidanlara ilgi oldukga artmistir. Bunun sebebi son yillarda
kanser gibi 6nemli hastaliklarin erken teshis edilmesidir. Bu amagla oksidatif stres ve

serbest radikallerin incelenmesi iizerine yapilan arastirmalarin sayis1 artmaktadir [13,

14].

2.2. Oksijen ve Ozellikleri

Oksijen, yasamin siirekliliginin saglanmasinda ve yasami sonlandiran
molekil olarak 6nemli rol oynar. Oksijen oksijensiz solunum yapan (anaerobik)
canlilar i¢in gelisimlerini engelleyen ya da 6lumcul tesir yaratan bir molekuldar.
Oksijenin anaerobikler (zerine zararli etkisi, anaerobiklerin ©6nemli hiicre
bilesenlerinin  oksijen ile  yiikseltgenmesinden kaynaklanmaktadir  [15].
Anaerobiklerin hiicre bilesenlerinin oksijen ile ylikseltgenmesi anaerobikler {izerine

zararl bir etkiye sahiptir.

2.3. Reaktif Oksijen Tiirlerini Siipiiriicii Bilesikler

Antioksidanlar, yiikseltgenme 0Ozelligine sahip substratlara nispeten daha
diisiik derisimlerde, prooksidanlarla baslatilan substratin oksidasyonunu Onemli

Olcude geciktiren ya da engelleyen maddelerdir. Prooksidanlar (reaktif oksijen ve



azot tirleri, serbest radikaller), nikleik asitler, proteinler ve lipidlerde oksidatif
hasara neden olan, bunun sonucunda kronik dejeneratif hastaliklara yol acan toksik
Ozellikteki maddelerdir. Glutatyon, askorbik asid, a-tokoferol, B-karoten, Urik asit,
bilirubin, flavonoidler ve birgok polifenolik bilesik ile superoksit dismitaz, glutatyon
peroksidaz, askorbat peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan olarak bilinen maddeleri
igerirler [16]. Bu antioksidanlar, serbest radikalleri toksik olmayan ya da disiik
toksisiteli Urlinlere doniistiirerek hiicrelere zarar veren reaktif tiirleri etkili bir
bicimde silipiirme Ozelligine sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri vb. reaktif bilesiklerin
ortamda bulunmasi durumunda enzimlerin ve antioksidan bilesiklerin saglikli bir
yasam adina énemli kilmasini saglar [17, 18]. Birtakim oksijen tiirlerinin (-OH, O2~
ve H20.) siiptiriiciileri olarak gidalarda ya da biyolojik yapilarda bulunan enzimatik

ve enzimatik olmayan antioksidanlar bilinmektedir [16].

2.4. Reaktif Oksijen Tarleri
2.4.1. SUperoksit Radikali (Oz2- )

Siiperoksit radikali oksijenin bir elektron almasi [19] ya da aerobik hiicrelerde
bulunan molekdler oksijene bir elektron transfer edilmesiyle indirgenmesi sonucu
meydana gelir [20]. Siiperoksit radikali eslesmemis elektron bulundurmasi sebebiyle
cok fazla reaktif olmayan ayni zamanda giiglii bir antioksidan 6zellik gostermeyen
oksidandir. Buna ragmen iskemi hasarina yol agmaktadir [19]. Stperoksit radikalinin
kendisi direkt olarak zarar vermez. Hidrojen peroksit kaynagi ve geg¢is metalleri
iyonlarint indirgeyici Ozellikte olmasi bu radikalin 6nemli bir 6zelligidir. Hem

indirgeme hem de yukseltgeme 6zelligine sahiptir [20].

2.4.2. Hidroksil Radikali (OH-)

Hidroksil radikali; reaktif 6zellige sahip bir molekiil olup serbest radikaller
arasinda diger kimyasal bilesenlerle cogunlukla reaksiyon veren bir radikaldir.
Toksik ozellikte ve tehlikeli bir radikaldir. Bunun nedeni; insan viicudunda bulunan
her molekilii okside edebilmesinden kaynaklanir [19]. Hidroksil radikali
biyokimyasal olan organik asitler, amino asitler, fosfolipidler, nlkleik asitler ve
sekerler gibi maddelerin bir¢ogu ile reaksiyon verebilir. Yarilanma 6mrii kisa olan
hidroksil radikalinin neden oldugu serbest radikal zincir reaksiyonu olan lipid

peroksidasyonu hasaridir [21]. Hidroksil radikalinin yag asitleri baslica



hedeflerindendir. Zar lipidlerinin peroksidasyona ugramasi sonucu zarin yapisi
bozulmakla birlikte zarin gecirgenligini hizlandirarak hiicre Olumine neden
olabilmektedir [22, 23].

2.4.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit, oksijenin iki elektron indirgenmesi ya da stperoksitlerin
tepkimeleri sonucu olusan, eslesmemis elektrona sahip olmayan ve radikal 6zellik
gbstermeyen bir bilesiktir [24, 23]. Oksitleyici tlir olarak bilinmesi; bakir ve demir
metal iyonlarinin varligi sonucu hidroksil radikalinin Onciilii davranmasindan
kaynaklanir [23]. Hiicre hasarina neden olan hidrojen peroksit doymamis yag

asitlerine kars1 bir etki gosterir [22].

2.4.4. Singlet Oksijen (102)

Singlet oksijen, enerji kazanan oksijen elektronlardan birinin kendi orbitalinin
zit yoniinde bulunan diger bir orbitalle yer degistirmesi sonucu meydana gelir [25].
Ortaklanmamig elektron bulunmamasindan dolay: radikal o6zellikte olmayan bir
reaktif oksijen turt olarak bilinir [26, 20]. Kovalent reaksiyonlara girebilen singlet
oksijen, sahip oldugu yiiksek enerjisi sayesinde etrafina dalga enerjisi olarak verir ve
bu sayede tekrar oksijene doniisebilir [23]. Singlet oksijen ¢oklu doymamis yag
asitleri ile birlikte dogrudan tepkimeye girerek lipid peroksitlerinin olusmasina neden
olur [22]. Singlet oksijenin, organizmada kanserli hiicreleri tedavi edici ve

mikrobiyel patojenlere kars1 koruyucu bir etkisi vardir [20].

2.4.5. Lipid Peroksil Radikali (LOO-)

Zincirleme bir reaksiyon; yag asidinin iizerinde bir elektron kalacak sekilde
parcalanarak lipid radikalini olusturmasiyla ve olusan lipid radikalinin (L-) oksijen
ile reaksiyonu sonucu lipid peroksil radikalini (LOO-) meydana getirmesi ve lipid
peroksil radikalinin de hidrojen atomu uzaklastirilmasindan olusan lipid

hidroperoksit (LOOH)'in olugsmasiyla baslar [19, 21].

2.5. Antioksidanlar

Antioksidan, diger molekiillerin oksidasyonunu geciktiren ya da engelleyen

molekiillere denir.



Oksidasyon; hidrojen veya elektron transfer eden bir kimyasal reaksiyondur.
Serbest radikaller tarafindan oksidasyon reaksiyonlar1 gerceklesir. Bu nedenle serbest
radikaller, hiicrenin hasarina yol agar ve 6liimiine neden olurlar. Bunun sonucunda
antioksidanlar serbest radikalleri yok etme ve zincir reaksiyonlari sonlandirma
amaciyla reaksiyona girerler. Doymamis yaglarin yiikseltgenmesinin &nlenmesi
amaciyla  yapilan caligmalarda, endistriyel ~ proseslerde, yakitlarin
polimerizasyonunun o6nlenmesi, metallerin korozyonu gibi konular (zerinde

durularak biyolojik antioksidanlarin 6nemi arastirilmistir [27, 28].

2.6. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar; fenoller, flavonoidler, karotenoidler, vitaminlerdir.
Bitkisel kaynakli olan bu antioksidanlar oksijen giderilmesi, serbest radikal
giderilmesi ve peroksit pargalanmasinda onemli rol oynamaktadir [29]. Dogal
antioksidanlar bitkilerin yapraklarinda, ci¢eklerinde, sebzelerde ve meyvelerde bol
miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle sebze ve meyve tiiketim miktarinin
arttirllmasiyla beraber bazi hastaliklara yakalanma riskinin azaltilacagi yoniinde bu
besinlerin 6nemi vardir [30]. En Onemli dogal antioksidanlar; tokoferoller,
karotenoidler, askorbik asit (C vitamini)'dir. Besinlerin Uretimlerinde ve
depolanmasinda BHT, TBHQ, BHA ve PG gibi sentetik antioksidanlara kiyasla daha
diisiik aktiviteye sahip olan o-tokoferol ve askorbik asit gibi dogal antioksidan

maddeler kullanilmaktadir [31, 32].

2.6.1. Askorbik Asit (C Vitamini)

Monosakkarit tiirevi olup yapisi olarak glikoz ve diger alti karbona sahip
monosakkaritlere benzer bir yap1 gosterir. Ozel bir kokuya sahiptir. Tad1 eksi olup,
hafif kokulu ve asidik karakterdedir. Gii¢lii bir antioksidan olmasi kuvvetli bir
indirgen 6zellik gdstermesinden kaynaklanmaktadir. Hidroksil radikali ve siiperoksit

radikali ile birlikte reaksiyona girer ve bu radikalleri ortadan kaldirir.
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Sekil 2.1. Askorbik asit genel yapist

2.6.2. a-tokoferol

E vitaminin ana bileseni olarak bilinen dogada bol miktarda bulunan bir
radikal tutucudur. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik
halkadan dolay1 antioksidan aktiviteye sahiptir [8]. Doymamis yag asitlerini serbest
radikallerin etkisine kars1 koruyan bir savunma hatt1 olusturur. Yiikseltgendikten
sonra, par¢alanmadan Once glutatyon ve askorbik asit (C vitamini) tarafindan tekrar

indirgenebilir.
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Sekil 2.2. a-tokoferol agik yapisi

2.6.3. Karotenoidler

400-500 nm dalga boyunda maksimum sogurma vererek gidalarda sari-
kirmizi-turuncu renkten sorumlu [33] olan karotenoidler A, C, E vitaminlerinin
antioksidan ozelliklerinden dolay1 viicuda yeterli miktarda alindiklarinda kanserden
korunabildigine yonelik ¢alismalar mevcuttur [34, 35]. Bunlar bircok etki
mekanizmasi ile birlikte kanseri 6nleme etkisine sahiptirler. Antioksidan aktivitesi bu
mekanizmalardan biri olup, hayvanlar iizerinde arastirilan g¢alismalar sonucunda
antioksidanlarin DNA'ya zarar veren serbest radikallerin etkisini yok ederek kanserin

baslangi¢ evresinde bu sorunu ortadan kaldirdig: ifade edilmektedir.



Bircok gidada bulunan likopen, lutein gibi karotenoidler depolandig:
organlarda antikanserojen etkisine sahiptirler. Bunun sonucunda likopen ve luteinin

antioksidatif 6zellikte olup kanser olusumunu engelleme 6zelligine sahip olduklar

bildirilmektedir [36, 37].

2.6.4. Polifenolik Bilesikler

Bir aromatik halka ve bu halkaya bagli bir ya da daha fazla hidroksil gruplar1
ihtiva eden maddeler fenolik bilesikler olarak adlandirilirlar. Yapisal bir ¢esitlilige
sahip olup fenolik molekiiller ve yiiksek polimerize bilesiklere kadar
siniflandirilmaktadirlar. Buna karsin, cogunlukla polifenoller olarak adlandirilan bu
bilesikler benzen halkasi igermektedirler. Fenol adi ile isimlendirilen hidroksibenzen
bir tane hidroksil grubu icerir ve bilinen en basit fenolik bilesik olup oda kosullarinda

beyaz renkli bir katidir. Diger fenolik bilesikler bundan tliremislerdir.

OH

Sekil 2.3. Fenol acik yapisi

Sebze ve meyveler fenolik bilesiklerin ana kaynagi olup bu bilesikler sebze
ve meyvelere kendilerine has rengi veren, duyusal ozelliklerinin olusumunda yer

alirlar [38]. Ayrica bazi fenolik bilesikler antimikrobiyal etki gosterirler [39].

Giliniimiize kadar bir¢ok bitkisel kaynakli fenolik bilesikler tanimlanmistir ve
buna bagli olarak yeni fenolik bilesikler tanimlanmaktadir. Fenolik bilesiklerin sahip
oldugu yapisal ¢esitlilik onlarin simiflandiriimasimni daha gug¢ bir hale getirmektedir.
Polifenollerin aktiviteleri kimyasal yapilarina baghdir ve giiglii antioksidan olarak
bilinirler. Flavonoidler, tanenler ve fenolik asitler polifenolik bilesenlere ait tiirlerdir.
Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite 6zellikleri, serbest radikal tutma ve asidik
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir [38]. Fenoller hidrojen atomunu serbest
radikallere verme egilimindedirler [40]. Oksidatif stresin insan saghigini etkiledigi,
DNA, yag ve protein yapilarina zarar verdigi bilinmektedir. Antioksidanlar bu reaktif

tiirlerinin olumsuz etkilerini ortadan kaldirarak reaktif oksijen tiirlerini yok eder ve
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kanserli bolgedeki hiicre boliinmesini azaltirlar [41, 42]. Bundan dolayidir ki
antioksidanlara ilgi giin gegtikce Onemini arttiran, iizerinde arastirma gerektiren bir
konu olmustur. Ayrica antioksidanlarin basta kanser olmak {izere, kalp damar
hastaliklari, Alzheimer hastalig1 ilerlemesinin geciktirilmesi gibi kronik hastaliklarin
olumsuz etkilerini gidermede onemli bir rol oynadigi belirtilmistir [39]. Insan
beslenmesinde dnemli bir rolii olan ve yapisinda fenolik bilesik bulunduran bitkilere

antioksidan 6zellige sahip olduklarindan dolay1 biiytik bir ilgi gosterilmektedir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi hidroksil gruplarinin say1r ve
konumlarina, aromatik halka iizerinde bulunan gruplara ve bilesige ait yapiya
baglhdir. Baslica fenolik bilesik kaynagi olarak bilinen sebze ve meyveler insanlarin
beslenmesinde Onemli bir yere sahiptirler. Endiistride, tarim ve gida sektoriinde
fenolik bilesiklerce zengin yan friinler olan dogal antioksidan kaynaklari
olusturulmaktadir [38]. Biofenol kaynagi olarak zeytin yagi, yapraklari ve meyvesine

olan ilgi giin gegtikce artmaktadir.

Calismada incelenen disbudak bitkisi zeytingiller (Oleaceae) familyasindan
bir bitki olup bu bitkinin polifenoller, biyofenoller; hidroksitirozol, oleuropein,
tirozol, kafeik asit, vanilik asit, verbaskosid, elenolik asit, p-kumarik asit, katesol ve

rutin igerdigi bilinmektedir.

Ornegin zeytingiller (Oleaceae) familyasindan zeytinin meyve ve yagida

bulunan fenolik bilesikler Tablo 2.1.'de verilmistir.



Tablo 2.1. Zeytin ve zeytinyagindaki fenolik bilesikler

Bilesik Substituent Yapi
Sekoiridoidler
R4
Oleuropein R1-OH
Ligstrosid Ri-H
HO
il OH
Sekoiridoid aglikonlar
Oleuropein R1-OH
aglikon
Ligstrosid Ri-H
aglikon OH
Fenil etil alkoller
0 OH
Tirozol 4-OH 5 a
Hidroksitirozol 3,4-OH
4 2
3
Flavonoidler
OH
Apigenin R1-OH, R2-H R,
Luteolin R:-OH, R>-OH
Apigenin R1-OGluc, R2- R 0
7-glukosid H
Luteolin R1-OGluc, R2-
7-glukosid OH OH 5
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Bilesik Substituent Yapi
Benzoik ve tlrev asitler
COOH
3-Hidroksibenzoik asit 3-OH 1
p- Hidroksibenzoik asit 4-OH
2
3,4- DiHidroksibenzoik 3,4-OH
asit
Vanilik asit 3-0OCHjs, 4-OH
Gallik asit 3,4,5-OH
Siringik asit 3,5-OCHs, 4-
OH
Sinnamik asitler ve tiirevleri
\ COOH
o-Kumarik asit 2-OH
p-Kumarik asit 4-OH
Kafeik asit 3,4-OH
Ferulik asit 3-0OCHs, 4-OH
Sinapinik asit 3,5-OCHz, 4-
OH

2.6.4.1. Flavonoidler

Polifenolik bir bilesik olup bitkilerin ikincil metabolitleridir. Flavonlar,
flavonoller, flavanonlar, katesinler, antosiyaninler olarak halka yapilarina gore
smiflandirilirlar [43]. Diger bitki fenolikleri; superoksit radikali (O2), alkoksil
radikali (RO-), AIlKil peroksi radikali (ROO-), azot oksit (NO-) radikallerini
temizleme ve a-tokoferol rejenerasyonu etkisine sahip oldugu belirtilmektedir [44,
45, 46]. Antioksidan kapasitesi bilesigin yapisi ile alakali olup, fenolik bilesiklerde —
OH grubu sayisi, flavonoidlerde B halkasinin 3-OH, 4-OH ve 5-OH gruplar ihtiva
etmesi antioksidan aktivite gostermesinde etkilidir [47, 48].
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Sekil 2.4. Temel flavonoid yapisi

2.6.4.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler; benzoik ve sinnamik asitler olmak Uzere iki grupta incelenir.
Meyvelerde bulunan sinnamik asitler, ferulik asit, kafeik asit ve kumarik asittir.
Bitkilerde bulunan organik asitler ve sekerler ile esterlesen fenolik asitlerin kimyasal

yapilar1 Tablo 2.2'de verilmistir [49].

Tablo 2.2. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit. b) Sinnamik asit [49]

R1
R24%;\>—CODH R24%:\>7CH=CH —COOH
R3 (b)

R1
R3 (a)

Asit R1 R2 R3 Asit R1 R? B3

p-Hidroksibenzoik H OH| H P-Kumank H OH H

Pirokate swik H |OH| OH |Kafeik H |OH | OH
Vanilik CH,O |OoH| H | Ferulik CH,OlOH | H
Siringik CH,0 |OH|CH,O| Sinapik CH,O | OH | CH,0
Gallik OH |OH| OH

Ferulik asit, kumarik asit gibi fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri
diistiktiir. Kafeik asit gibi daha ¢ok fenolik hidroksil grubu iceren molekiillerde
antioksidan aktivite daha yiksektir. Gallik asit antioksidan etkisi yiksek olarak

bilinen bir antioksidandir [50].
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2.6.4.3. Fenolik Polimerler(Tanenler)

Tanenler, suda ¢0ziinme yetenegine sahip olup, yliksek yapili bitkilerin
cogunda bulunurlar. Polifenol yapisindadirlar. Tip, ilag, gida alanlarinda pek ok
arastirmaya konu olmustur. Tanenler dort gruba ayrilirlar. Bunlar, gallotanenler,
kondense tanenler, ellagitanenler ve kompleks tanenlerdir. Molekiil agirliklart 500-
20000 Dalton arasinda degisir ve ¢ok sayida fonksiyonel grup ve hidroksil grubu
ihtiva ederler. Ayrica protein ve baska makromolekiillerle birlikte capraz bag
yapabilirler. Tanenler; mineraller, proteinler ve sindirim enzimleri ile birlikte

kompleks olusturarak gidalarda beslenme degerinde azalmaya sebep olurlar.

Tanen igerigi yiiksek gidalarin tiiketiminde birtakim kanser tiirlerinin
olustugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. Bunun yani sira belirli oranlarda
tanen iceren birtakim bitkisel gidalar kanin pihtilagsmasini hizlandirma, kan basincini
diisiirme gibi bazi fizyolojik 6zellik gostermektedirler. Tanenlerin miktar1 ve cinsi ile
bu 6zellikler olumlu veya olumsuz olarak nitelendirilirler. Tanenlerin antikanserojen,

antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugunu gosteren bilimsel ¢alismalar da mevcuttur.

2.7. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar BHT, BHA, TBHQ, PG, Troloks ile diger
sentetiklerdir [51]. Yaygmn olarak kullanilan bu sentetik antioksidanlarin birtakim
yan etkilerinin oldugu bilinmektedir [52, 53]. Yapilan bazi diger ¢alismalarla bu
sentetik olarak kullanilan antioksidanlarin insan sagligi acisindan tehlikeli oldugu
bildirilmistir [52, 54, 55]. Ornegin farelere yiiksek miktarda BHT verildiginde
karacigerde hasara neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica karacigerde BHTnin sitokrom
P-450 sisteminde hasara yol actigi birtakim calismalarla ispatlanmistir. Viicuda
sentetik antioksidanlarin yiiksek dozda alinmasi durumunda viicuttan atilamadigi ve

bu sayede yag dokusunda depolandiklari bilinmektedir [56].

2.7.1. Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Suda c¢oziinme Ozelligi gostermeyen, yagda c¢oziinebilen biitillenmis
hidroksitoluenin  gorinimi  beyaz kristal halindedir. Onemli bir sentetik
antioksidandir. Bu antioksidan fazla tiiketildiginde viicutta alerji ve hassasiyete

neden olabilmektedir.
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Sekil 2.5. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) yapis1

2.7.2. Troloks

Canli sistemlerinde dogal olarak bulunmayan, E vitaminin suda ¢ozunebilir
Ozellikte esdegeri olan Troloks [6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit], bircok antioksidan aktivite tayin yontemlerinde standart madde olarak

kullanilmaktadir.

CHs
HO O

OH

O GH,
CHa

H3C

Sekil 2.6. Troloks acik yapisi

2.8. Toplam Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Gunlimize kadar antioksidan kapasitesini tayin etmek amaciyla bircok
yontem gelistirilmistir [18,57]. Bunlar elektron transferine (ET) ve hidrojen atomu
transfer (HAT) reaksiyonlarina dayali yontemlerdir.

Hidrojen atomu transfer yontemlerinin bir¢ogu azotlu bilesiklerin bozulmasi
sonucunda ac¢iga c¢ikan peroksil radikalleri i¢in substrat ve antioksidanin yarigmaci

reaksiyonuna dayanan bir yontemdir.

Hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonlarina dayanan yontemler:
e Oksijen radikal absorbans kapasite (ORAC),
e Toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP),

e Krosin beyazlatma yontemleri,

14



e Toplam oksiradikal séndiirme kapasite (TOSC) yontemi,
e Oksiradikal suptiirme kapasitesi yontemi,
e Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) yontemi'dir.

Elektron transferine (ET) dayanan yoOntemlerde kapasite; oksidanin
antioksidan tarafindan indirgenmesi sonucu olusan rengin degismesiyle

Olctlmektedir.

Elektron aktarimina (ET) dayanan yontemler:
e Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC veya ABTS yontemi),
e  Demir (1) iyonu indirgeyici antioksidan gictu (FRAP) yéntemi,
e Cu (I1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi,
e DPPH radikal sondirtcu kapasite yontemidir [58].

Toplam fenolik madde tayini:

e Folin Ciocalteu ayiraci ile toplam fenolik madde tayin yontemi (FCR)

Bu ¢alismada mevcut yontemlerden gerek kolay uygulanabilirligi ve gerekse
laboratuvar imkanlar1 dikkate alinarak elektron aktarimina dayanan yontemlerden
FCR, DPPH ve CUPRAC yo6ntemleri secilmistir.

2.8.1. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yodntemi

Yontem ilk olarak Cao ve Prior [59] tarafindan gelistirilmistir. Doku
homojenatlarinda ve plazmada bulunan birtakim dogal antioksidanlarin etkinligini
Olcer. Temelde antioksidan tarafindan peroksil radikalinin neden oldugu
oksidasyonun inhibisyonunu esas alir. Floresans yogunlugundaki azalma ile
belirlenir. Bu yuzden yontem tek bir antioksidan Ol¢ulmesi igin yeterli olmaz.
Peroksil radikalleri 2,2-azobis-(2-amidinopropan)dihidroklorid (AAPH) gibi azo

bilesiklerin sicaklikla bozulmasi sonucunda olugsmaktadir [58].
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Sekil 2.7. 2,2-azobis-(2-amidinopropan)dihidroklorid (AAPH)’in molekiiler yapisi

Isik ile oda kosullarinda rengi degismesi ve ¢ok fazla gesitlilige sahip olmasi
sonuclarin tekrarlanabilir olmamasinin nedeni degildir. Bunun nedeni ; polifenollerle
iliskiye girerek floresans kayiplari olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir [60, 61,
62].

2.8.2. TRAP (Total Radical Trapping Parameter; Toplam Radikal Yakalayici
Antioksidan Parametre)

Ik kez Wayner ve ark. [58] tarafindan gelistirilen toplam radikal yakalayic1
parametre (TRAP) yontemi sicaklikla bozulan bir azo bilesiginin lipit
peroksidasyonu siresince tiiketilen oksijenin 6lgiilmesini esas almaktadir. Oksijen
elektrodunun gerekli zaman siiresince stabilitesinin saglanamamasi bu yontemde
karsilasilan problemlerden birisidir. Zincir kirici antioksidanlara hassas olan TRAP
yontemi suda ¢oziinme yetenegine sahip peroksil radikallerinin Uretimi ve lipit
peroksidasyonunun baglatilmasi ile ilgilidir. TRAP yonteminin fazla tecriibe ve

zaman gerektiren kompleks bir yontem oldugu belirtilmektedir [63].

2.8.3. Krosin Yontemi

Kolorimetrik bir yontem olup, Lussignoli ve ark. [64] tarafindan gelistirilen
bir yontemdir. Sicaklikla bozunan azo baglaticinin meydana gelen peroksil radikalleri
tarafindan krosinin beyazlama derecesi Olclliir. Yontem AAPH' in sicaklikta
bozulmasi ile meydana gelen peroksil radikallerinin krosini ylikseltgemesine
dayanmaktadir [18, 61, 58]. Antioksidanlarda meydana gelen konsantrasyon
degisimine duyarli olmayan bir yontemdir. Krosin safrandan ekstrakte edilen dogal
pigmentler karistmidir. Bu nedenle yontemin endiistriyel alanda kullanimi smirh

oldugu ifade edilmektedir [60, 61].
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2.8.4. Toplam Oksiradikal Séndirme Kapasite (TOSC) Yontemi

2,2’-azobis (2-metil-propionamidin) diklorid (ABAP)’1n sicaklikla bozulmasi
ile peroksil radikalleri olusur. Bunlar a-keto-y-(methilthio) butirik asit sodyum tuzu
(KMBA )’na yiikseltgenerek etilen gazi olusturur. Gaz kromotografisi (GC) ile olusan
etilen gazi Ol¢iiliir [18,65]. Mikromolardan daha kiigiik derisimlerde bilesikler ile
calisilabilmektedir. Kisa omiirlii test ¢ozeltilerinin olmast ve GC enjeksiyonlarina

ihtiyag duyulmasi TOSC yonteminin sakincalarindan oldugu bildirilmistir [66].

2.8.5. Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) Ydntemi

Kuusi ve Valkonen tarafindan gelistirilen bu yontem TRAP yontemi ile
temelini meydana getirmistir [67]. DCFH-DA yiikseltgenebilen substrat 6zelliginde
olup, AAPH peroksil radikali olusturma amaciyla kullamilmistir. Oksidasyon
reaksiyonu sonucunda meydana gelen diklorofloresin (DCF)'in floresans o6zelligi
vardir ve DCFH-DA ile peroksil radikali arasindaki yiikseltgenme sonucu meydana
gelmektedir. 480 nm'de uyarilir ve 526 nm'de emisyon yapar. 504 nm'de ise
absorbsiyon maksimumdur. Yontemde DCF miktar1 hesaplanmakla birlikte

antioksidan kapasite hesaplanmaktadir.

Yontemde iki asamada gerceklesen bir antioksidan kapasite tayini vardir.
Birinci asamada, numunede bulunan antioksidanlarin kapasiteleri gecikme zaman
cinsinden hesaplanir ve ardindan ayni numunenin tizerine bilinen miktarda troloks
cozeltisinden ilave edilir. Serbest radikallerin troloksu tiiketmesi sonucunda ikinci
gecikme zamani hesaplanarak iki gecikme zamani arasinda olan farktan yararlanarak

troloks esdegeri olacak sekilde toplam antioksidan kapasitesi hesaplanir [67].

2.8.6. Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (TEAC)Yontemi

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve ark. [68] tarafindan gelistirilen bir yontem
olup sonra Re ve ark. [69] tarafindan degistirilen bir yontemdir. Bu yontem gida

orneklerinde antioksidan kapasitesini  belirlemek amaciyla yaygin olarak

kullanilmaktadir [60, 18, 61].

Yontem; 660, 734 ve 820 nm dalga boyunda en yiksek karakteristik
absorbsiyon spektrumu veren ABTS radikal katyonunun verdigi absorbansin

antioksidan ile inhibisyonuna dayanir [42]. Metmiyoglobin ile hidrojen peroksitin
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aktivasyonu sonucunda olusan ferrilmiyoglobin daha sonra 2,2-azinobis(3-
etilbenzothiazollin-6-sulfonik asit) (ABTS) (Sekil 2)’den ABTSe" radikal katyonunun
olusmasini saglar. Reaksiyon ortaminda hizli reaksiyon gosteren antioksidanlarin
ferrilmiyoglobin radikalini indirgemesi yontemin olumsuz oOzelligi olarak
belirtilmistir.

ABTS-, oksidan ABTS? nin potasyum persiilfat oksidasyonu ile olusturulur [60,
61].

u $- 7 80y | +antioksidan 08 s (]
o3s NN 3 s T Y | | \ ’ \ As
T i d'-- ) - N - _As “l - — P L / 0 N N v N -
L S N~ R - K3S04 N CMg
N CaHe
C;Hg

ABTS? (renksiz)
ABTS " (Amax * 734 nm)

Sekil 2.8. Potasyum persiilfat oksidasyonu ile ABTS? ‘den oksidan ABTSe  nin
olusmasi [61].

2.8.7. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power; Fe(lll) Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Gucu) Yontemi

Antioksidan varliginda Ferrictripyridyltriazine kompleksi asidik ortamda
Fe™'ye indirgenir. Meydana gelen renkli ¢ozelti 595 nm'de absorbans artisina sebep
olur. Sonuglar troloks esdegeri olarak ifade edilir. Orijinal yontemde 4 dakikada
absorbans izlenir. Ancak bu siirede reaksiyon tamamlanmadigindan izleme
zamaninin 30 dakika olmasi tavsiye edilmektedir [70].

Teorikte redoks potansiyeli Fe*3/ Fe*? redoks ciftinin potansiyelinden daha
diisiik olan bilesikler Fe*®{i Fe*?’ye indirgeyebilir. Dolayisiyla bu durum FRAP
degerlerinin daha yiiksek ¢ikmasina neden olur. Analiz siiresine bagli olarak FRAP
sonuclar1 degisebilir. Kafeik asit, kuersetin, ferulik asit, tannik asit gibi polifenolleri
tanimlamak i¢in daha uzun bir reaksiyon stresi gerekir. Ydntemde demir iyonu esas
alinir. Bu nedenle antioksidan aktivite tayini i¢in uygun degildir. Fakat diger

yontemlere kiyasla FRAP yontemi i¢in ucuz, basit ve hizli oldugu ifade edilmektedir
[63, 71].
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2.8.8. Cu-II iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemi (CUPRAC)

CUPRAC yodntemi; Cu(ll)'nin numunedeki antioksidanlar tarafindan Cu(I)'e
indirgenmesi olayidir. Kromojenik ayira¢ olarak neokuproin diger bir ismi ile 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin kullanilmaktadir. Apak ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
bu yontemde, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (neokuproin)'in Cu(Il) ile olusturdugu
bakir(IT)-neokuproin kompleksinin 450 nm'de maksimum absorbans veren bakir(I)-
neokuproin kelatina indirgenme yeteneginden faydalanilarak toplam antioksidan
kapasitesi hesaplanmaktadir. CUPRAC yonteminde karsilastirma maddesi olarak
troloks ya da troloksa benzer bir madde kullanilmaktadir. Bu yontemde Cu-II
¢ozeltisi, amonyum asetatin pH=7'deki tampon ¢o6zeltisi, neokuproinin alkoldeki
cozeltisi karigtirllmaktadir [72]. Bakir reaksiyonu demir reaksiyonu kinetiklerine
gore hizlidir. CUPRAC yonteminin avantaji, ¢ok zaman almayan bir siireyle yapilan
hizli bir yontem olmasidir. Kompleks molekiiller i¢cin 30-60 dk'lik siire gerektiren bu
yontemde gallik asit, askorbik asit, kuersetin ve (rik asit gibi maddeler igin
CUPRAC yontemini daha kisa siirelerde gerceklestigi ifade edilmektedir [63].
Yontemin uygulanmasi kolay ve yontemde kullanilan ayiraglarin ucuz olmasi diger

yontemlere gore avantaj olarak gosterilmektedir.

n Cu(Nc)2?*+ Ar(OH), == n Cu(Nc)2"+ Ar(=O)n+ n H*

N 1 2+ — —

|; N A AQK Yiksetgenmis

H<  \/  CH, \___A Urin He N/ tH,

Cu -| olf + HY

HiC /N, FhHa HiG /N FHs
M

Sekil 2.9. Cu(Il)’ nin antioksidan madde ile Cu(I)’ e indirgemesi
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2.8.9. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) kararli olup ticari olarak satilan bir
radikaldir. Organik nitrojen radikali olarak bilinmektedir [61]. Serbest bir elektronun
molekiilde yer degistirmesiyle birlikte mor-menekse rengi olusumu goézlenir. DPPH
ile hidrojen atomu veren antioksidan karistirildiginda koyu menckse rengi kaybolur.
517 nm'deki absorbansin azalmasma proton transferi neden olur ve bu olay
absorbans sabitlenene kadar spektrofotometre ile izlenir. Bodylece DPPH'in
indirgenmis formu meydana gelir [60, 73]. Protonu alarak DPPH-H indirgenmis
forma dontistir. Olusan ilk serbest radikal A'dir. Basit, hizli, kullanilabilir bir yontem
olarak DPPH radikal temizleme yontemi bilinmektedir. Antioksidanlar DPPH ile
reaksiyona yavas girerken ya da hi¢ reaksiyon vermezken, peroksil radikalleri ile
hizli bir reaksiyona girebilir [63, 71, 61].

O2N

N N
N Oz

NO,

Sekil 2.10. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin kimyasal yapisi

H
Q NO, Q | G
N + AH — N + A
2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine

Sekil 2.11. Antioksidan-DPPH radikali tepkime mekanizmasi
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"Antiradikal etkinlik"; DPPH'In konsantrasyonunu %50 oraninda azaltmak
icin gerekli antioksidan miktarina denir ve 1Cso (mg/mL) ile gosterilmektedir [74].
DPPH metoduna gore yapilan radikal siipiirme deneylerinde 6lgiilen absorbanslara
bagli olarak, DPPH'nin kalibrasyon grafiginden faydalanilarak 1Cso degerleri
(ortamdaki serbest radikallerin konsantrasyonun yarisini inhibe ettigi konsantrasyon)

hesaplanir.

DPPH’nin kalibrasyon egrisinden hesaplanan 1Cso degerleri dikkate
alindiginda, 1Csp degeri ne kadar kiigiikse antioksidan aktivitesi de o kadar fazladir
denilebilir. Bunun anlami ayni miktar serbest radikali en diisiik konsantrasyonda

stipirebilen maddeler daha kuvvetli aktivite géstermektedir [75].

2.8.10. Toplam Fenolik Madde Tayin Ydntemi (Folin-Ciocalteu)

Folin-Ciocalteu yontemi; indirgeyici bilesikler ve fenolik bilesiklerden
molibdene elektron transferine dayanan bu yontemde olusan kompleks mavi
renktedir ve 750 nm'de maksimum absorbans verir. Yontemde standart madde olarak
genellikle gallik asit (mg/mL veya pug/mL) kullanilmaktadir [83]. ilk olarak protein
analizi icin tasarlanan bu yontem Singleton ve ark. tarafindan saraptaki toplam
fenolik madde tayini i¢in gelistirilmistir [60]. Folin-Ciocalteu reaktifi ticari olarak da
satilmaktadir. Gidalarda antioksidan kapasitesinin tayininde Folin-Ciocalteu yontemi
basit, giivenilir ve tekrarlanilabilir bir yontemdir [61, 60, 71]. Ornegin indirgenme

kapasitesini dlcer.
Mo (VI) + e — Mo (V)
Folin—Ciocalteu reaktifinin hazirlanmasi:

5 g sodyum tungstat dihidrat (Na2WOQO4 x 2H20), 1,25 g sodyum molibdat
(NazM004.H;0), 2,5 mL %85 lik H3PO4, 5 mL derisik HCI eklenilir ve 35 mL su
eklenir. Cozelti 10 saat oda sicakliginda bekletilir daha sonra 7,5 g lityum silfat, 2,5
mL su ve birka¢ damla Br> damlatilir ve 10 saat geri sogutucu altinda kaynatilip
sogutulur ve 50 mL'ye seyreltilir. Gerekirse stizullr.

Bu reaktif (Folin—Ciocalteu) ticari olarak da satilmaktadir. Bu ¢aligsmada ticari Folin-

Ciocalteu reaktifi kullanilmistir.
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2.9. Calisma Materyali Hakkinda Bilgi

Zeytingiller (Oleaceae) familyasinin Fraxinus cinsini olusturan digbudak
agaci, cinsine gore boyu 10 ile 35 m arasinda degisen diizgiin ve dolgun govdeye
sahip yuvarlak tepeli agac¢larin ortak adidir. Genel olarak Avrupa ve Asya'da yaygin
bulunan disbudak agaglarinin birgok ¢esidi mevcut olmakla birlikte Tirkiye'de

digbudak agaclar1 Ege ve Karadeniz Bolgelerinde yaygin olarak gériilmektedir [76].

2.9.1. Yerli Disbudak (Fraxinus Excelsior)

Avrupa'dan Kirirm ve Kafkasya'ya, Avrupanin ve Bati Asya'nin en ¢ok
rastlanan agaclarindan olan Yerli Disbudak ozellikle Britanya'da genis bir yayilim
gostermekte olup Tiirkiye'de de bulunan 6nemli bir agagtir. Kocaeli ve Karadeniz
Bolgesi, Trakya, Mersin (Toros daglari), Maras (Ahir dagi), Amasya, Gokgedag,
Samsun, Ladik, Kastamonu, Cankiri, izmit gibi alanlarda da yaygindir [77].

Sekil 2.12. Yerli Disbudak (Fraxinus Sekil 2.13. Yerli Disbudak (Fraxinus
Excelsior) agaci Excelsior) agaci yapraklari
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2.9.2. Amerikan Disbudak (Fraxinus Americana)

Amerika'nin dogusunda dogal olarak yetisen bir disbudak tiirtidiir.

Sekil 2.14. Amerikan Digbudak (Fraxinus Sekil 2.15. Amerikan Digbudak
Americana) agaci (Fraxinus Americana) agaci yapraklari

23



3. DENEYSEL KISIM
3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Materyali

Yerli Disbudak (Fraxinus Excelsior) ve Amerikan Disbudak (Fraxinus
Americana) bitkisine ait numuneler, Haziran 2015 ddéneminde Manisa Muradiye
Orman Fidanlik Isletmesi'nde toplandi. Yapraklar saf su ile yikandi, nem ve giines
is1gindan korunarak karanlik bir ortama alinip kurutuldu. Numuneler daha sonra

+4°C'deki buzdolabinda karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Madde Adi Satin alinan firma

Gallik asit Sigma Aldrich
Ferulik asit Sigma Aldrich
Kafeik asit Sigma Aldrich
DPPH Sigma Aldrich
Neokuproin Sigma Aldrich
Troloks Sigma Aldrich

Vanilik asit Fluka

Na2,COs3 Merck

CuCl; Merck

Folin-Ciocalteu reaktifi Merck

CH3COONH;4 Panreac
Metanol Riedel-de Haén
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3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Calismada kullanilan alet ve cihazlar

Ad1 Satin alinan firma
UV/VIS Spektrofotometre Jasco V-530
Sivi kromatografi: Agilent Technologies
LC-MS/MS 1260 Infinity
Kdtle spektrometresi: Agilent
Technologies 6420 Triple Quad
Ultrasonik banyo Elma Transsonic Digitals
Su banyosu Memmert
Etlv Nuve EN 400
Santrifuj Hettich-Zentrifugen EBA 20
Analitik terazi Sartorius M-Pact AX224
pH metre Hanna Instruments pH 211 Microprocessor
Otomatik mikro pipetler (10-100 pL ve 100- Brand transferpette
1000 pL)
Buzdolabi Altus al 366

3.1.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Gallik asit stok cozeltisi: 0,0025 g gallik asit (ma.= 188,1 g/mol) 25 mL saf
suda ¢oziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu ¢dzeltinin konsantrasyonu (100 mg/L)

(100 ppm) olarak hesaplanmustir.

Ferulik asit ¢ozeltisi: 0,01 g ferulik asit (ms= 194,184 g/mol) 100 mL saf
suda ¢oziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu ¢dzeltinin konsantrasyonu (100 mg/L)

(100 ppm) olarak hesaplanmustir.

Vanilik asit ¢ozeltisi: 0,01 g vanilik asit (m.= 168,15 g/mol) 100 mL saf
suda ¢oziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu ¢ozeltinin konsantrasyonu (100 mg/L)

(100 ppm) olarak hesaplanmistir.

Kafeik asit ¢ozeltisi: 0,01 g kafeik asit (ma.= 180,157 g/mol) 100 mL saf
suda ¢oziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu ¢dzeltinin konsantrasyonu (100 mg/L)
(100 ppm) olarak hesaplanmistir.
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Folin-Ciocalteu reaktifi: Ticari olarak satin alind.

Na2COs ¢ozeltisi: 3,10 g Na2COs (ma= 105,99 g/mol) 100 mL saf suda
cozlnerek %3,1 (a/h)’ lik Na;COs ¢ozeltisi hazirlanmastir.

Troloks ¢ozeltisi: 0,0025 g troloks (ma.= 250,29 g/mol) 25 mL saf suda
¢oziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu ¢ozeltinin konsantrasyonu 3,9x10* M

olarak hesaplanmustir.

Neokuproin ¢ozeltisi: 0,0407 g neokuproin (m,= 217,27 g/mol) 25 mL
metanolde c¢oziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu cozeltinin konsantrasyonu

7,5%10° M olarak hesaplanmustir.

Bakar(IT) kloriir (CuCl2) cozeltisi: 0,0336 g CuClz (ma= 134,45 g/mol) 25
mL saf suda ¢oziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu ¢ozeltinin konsantrasyonu

1,010 M olarak hesaplanmistir.

Amonyum asetat tampon (NH4Ac) cozeltisi: 1,927 g amonyum asetat
(ma=77,08 g/mol) 25 mL saf suda ¢ozunerek (pH=7) hazirlanmstir.

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisi: 0,005 g DPPH (ma= 394,32
g/mol) 25 mL metanolde ¢o6ziinerek hazirlanmistir. Elde edilen bu c¢6zeltinin
konsantrasyonu 5,00x10*% M olarak hesaplanmistir. Daha sonra hazirlanan bu

cOzeltiye 3 kat seyreltme islemi uygulanmistir.

%70'lik MeOH-su c¢ozeltisi: 175 mL MeOH uzerine 75 mL saf su
eklenerek %70 (h/h)'lik MeOH-su ¢ozeltisi hazirlanmustir.
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3.2. Yontemler
3.2.1. Calisma Materyalinin Analize Hazirlanmasi

Yerli ve Amerikan Disbudak agag¢larmin kurutulan yapraklar1 havanda toz
haline getirildikten sonra 0,2000 £ 0,0002 g alinip ekstraksiyon ve inflizyon islemleri
uygulanmustir. Ekstraktlardaki toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu, toplam
antioksidan kapasitesi CUPRAC ve radikal giderme kapasitesi DPPH yoéntemleri ile

spektrofotometrik olarak, igerigi ise LC-MS ile tayin edilmistir.

3.2.2. Yapraklarin Ekstraksiyonu

Bitki Orneklerinin %70'lik Metanol-Su Ekstraksiyonu

Kurutulmus ve toz haline getirilmis yaprak érnekleri (0,2 g)
Ultrasonik banyo 20 mL 60 + 20 mL 45' + 10 mL 15' % 70 Metanol / H20 (h/h)

Ekstrakt (50 mL)
Stizge¢ kagidi
Suzlntu
Mikrofiltrasyon /(VALUPREP, 0.45 pm mikrofiltre)
Ornek (Analize kadar +4 °C’de saklama)

3.2.3. Yapraklarin Infiizyonu (Demlenmesi)

Bitki Orneklerinin infiizyonu

Kurutulmus ve toz haline getirilmis yaprak o6rnekleri (0,2 g)
Su Banyosu iSO mL 95 °C distile su, 1 saat
Infiizyon (50 mL)
Uzgecg kagidi
Stzuntd
Mikrofiltrasyog (VALUPREP, 0.45 pum mikrofiltre)
Ornek (Analize kadar +4 °C’de saklama)
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Sekil 3.1. Yerli Disbudak agaci yapraklarina ait bitkinin toplanip, kurutulup,
inflizyon ve %70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulanmas: iglemi
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Sekil 3.2. Amerikan Disbudak agaci yapraklarina ait bitkinin toplanip, kurutulup,
inflizyon ve %70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulanmasi iglemi
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3.2.4. Bu Calismada Kullanilan Yontemlerin Validasyonu
3.2.4.1. Folin-Ciocalteu Reaktifi ile Fenolik Bilesiklerin Tayini

Folin-Ciocalteu yontemi bitkilerde toplam fenolik madde miktarinin tespit
edilmesinde sik¢a kullanilmaktadir. Bu calismada da bu amagla Folin-Ciocalteu
yontemi tercih edilmistir. Bitki ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktarini tespit
etmeden Once s6z konusu yontemin uygulanabilirligi ile ilgili baz1 validasyon
deneyleri gerceklestirilmistir. Folin-Ciocalteu yonteminde toplam fenolik madde
miktart gallik asit cinsinden ifade edilmektedir. Bu nedenle validasyon

caligmalarinda gallik asit standart madde olarak kullanilmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in kullanilan Folin-Ciocalteu
yonteminin dogrusalligini tespit etmek amaciyla 10 (on) farkli derisim (1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 mg/L) de gallik asit c¢ozeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi

cizilmistir.

Tablo 3.3.'de hazirlanisi ayrintili  olarak verilen standart ¢alisma
cozeltilerinden her bir derisim i¢in tablodaki miktarlarda alindiktan sonra 500 pL’ye
tamamlayacak sekilde saf su eklenmis, tizerlerine 500 pL Folin Ciocalteu reaktifi ve
4 mL NaxCOs ¢ozeltisinden eklenerek son hacim 5 mL'ye tamamlandiktan sonra 50
°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda absorbans degerleri 750 nm dalga
boyunda spektrofotometrede 6l¢llmiistiir. Sifirlama islemi (500 pL su+ 500 pL Folin
Ciocalteu reaktifi+ 4 mL Na>CO:s) ile yapilmstir.

Tablo 3.3. 10 farkl1 gallik asit derisimi i¢in hazirlanan standart ¢alisma ¢ozeltileri

Gallik asit 100 mg/L Eklenen Folin- Na2CO3 Toplam
caligma Gallik asit saf su Ciocalteu (mL) hacim(mL)
cozeltileri stok miktar Reaktifi
(mg/L) cozeltisinden (uL) (uL)
alinan miktar
(uL)
1 50 450 500 4 5
2 100 400 500 4 5
3 150 350 500 4 5
4 200 300 500 4 5
5 250 250 500 4 5
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6 300 200 500 4 5
7 350 150 500 4 5)
8 400 100 500 4 5
9 450 50 500 4 5)
10 500 - 500 4 5
1.2 4
y = 0.0974x + 0.089
1 - R?=0.9998
0.8 -
06 -
2
<
0.4 -
0.2 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Gallik asit (mg/L)

Sekil 3.3. 10 farkli gallik asit derisimi i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi

On(10) farkl: derisimde gallik asit standart ¢ozeltileri i¢in ¢izilen kalibrasyon
egrisinde yeterli dogrusallik (R?= 0,9998) ve bagil hata %5'in altinda bulundugundan
daha sonraki yapilan ¢alismalarda ¢alisma standardi sayisi azaltilarak 5 (bes) farkl
derisimde (1, 3, 5, 7, 9 mg/L) gallik asit ¢alisma ¢ozeltileriyle ¢izilen kalibrasyon
grafigi tercih edilmistir.

Tablo 3.4.'de hazirlanis1 ayrintili  olarak verilen standart c¢alisma
¢oOzeltilerinden her bir derisim i¢in tablodaki miktarlarda alindiktan sonra 250 pL’ye
tamamlayacak sekilde saf su eklenmis, iizerlerine 250 pL Folin Ciocalteu
reaktifinden ve 2 mL Na,COs ¢ozeltisinden eklenerek son hacim 2,5 mL'ye
tamamlandiktan sonra 50°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda absorbans
degerleri 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede Ol¢ulmiistiir. Sifirlama iglemi
(250 pL su+ 250 pL Folin Ciocalteu reaktifi+ 2 mL Na2COs) ile yapilmustir.
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Tablo 3.4.

5 farkli gallik asit derigimi i¢in hazirlanan standart calisma ¢ozeltileri

Gallik asit 100 mg/L Gallik asit | Eklenen saf Folin- Na.COs | Toplam
calisma stok c¢ozeltisinden su miktar Ciocalteu (mL) hacim
cozeltileri alinan miktar(uL) (uL) Reaktifi (uL) (mL)
(mg/L)
1 25 225 250 2 2,5
3 75 175 250 2 2,5
5 125 125 250 2 2,5
7 175 75 250 2 2,5
9 225 25 250 2 2,5

Tablo 3.5. Gallik asit standart ¢ozeltileri i¢in absorbans degerleri

Gallik asit (mg/L)

Absorbans (750 nm)

Ortalama Absorbans

1

0,1024
0,1025
0,1024

0,1024

0,3096
0,3097
0,3097

0,3097

0,4878
0,4877
0,4876

0,4877

0,6340
0,6339
0,6340

0,6340

0,8042
0,8041
0,8043

0,8042
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0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Absorbans

| y = 0.0864x + 0.0356
R?=0.9962
0 2 4 6 8

Gallik asit (mg/L)

10

Sekil 3.4. 5 farkli gallik asit derigimi icin elde edilen kalibrasyon grafigi

Toplam fenolik madde miktari tayini i¢in, 50, 100, 150 pL'lik ii¢ farkli gallik

asit (model ¢ozelti) hacmi ve 50°C'de 2 saat inkiibasyon siiresi kullanilmigtir. 50,
100, 150 pL'lik ti¢ farkli 6rnek hacmi tlizerine 250 pL FCR ve 2 mL NaxCOs

¢oOzeltisi ilave edildikten sonra toplam hacim 2,5 mL olacak sekilde ¢oziiciisiinden

ilave edilerek 50°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda ornek absorbansi

750 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur.

Tablo 3.6. Model ¢ozelti (gallik asit)'nin giin i¢i ve giinler arasi elde edilen sonuglari

Gallik asit | Gunigi dogru | Giinler arasi Gunler Gunler Gunler
calisma denkleminden ortalama arasi arasi aras1 Bagil
cozeltileri hesaplanan konsantrasyon | %Bagil Standart standart
(mg/L), ortalama (mg/L), n=3 hata sapma (S) sapma
n=5 konsantrasyon
degerleri
(mg/L), n=5
2 1.gln: 2,18
2.g0n: 1,98 2,08 3,91 0,10 4,82
3.gun: 2,07
4 1.gln: 4,08
2.gun: 4,05 4,06 1,56 0,04 0,95
3.gun: 4,12
6 1.gln: 5,98
2.giin: 6.23 6,10 1,73 0,15 2,40
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| 3.giin: 6,23 | | | |

Gun ici ve glnler arasi (li¢ giin arayla ti¢ defa) yapilan gallik asit tayinlerinde
bagil standart sapma sirasiyla 2 mg/L icin % 4,82; 4 mg/L icin % 0,95 ve 6 mg/L icin
% 2,40 olarak bulunmus olup bu bagil hatalarin kabul edilecek biiyiikliikte oldugu

gorilmistir.

Gergek numunelerde gallik asit digsinda fenolik yapida bircok bilesen
bulunmaktadir. Bunlardan en sik rastlanan tiirler vanilik asit, ferulik asit, kafeik asit
vb.’dir. Folin-Ciocalteu yontemi tiim fenolik bilesikleri gallik asit cinsinden
vermektedir. Bu nedenle ortaya ¢ikabilecek hatalar1 gérmek amaciyla yontemin
analitik performansi gallik asit, vanilik asit, ferulik asit, kafeik asit standart
¢ozeltileri kullanilarakda incelenmistir. Segilen her bir ¢6zelti ve bunlarin
karisimlariyla olusturulan standart c¢ozeltiler ayr1 ayr1 analizlenmis ve madde

miktarlar gallik asit esdegeri cinsinden hesaplanmaistir.

34



Tablo 3.7. Folin-Ciocalteu yontemiyle elde edilen bulgular

Model ¢ozelti Model ¢ozelti Ortalama Ortalama %Bagil
konsantrasyonu absorbans konsantrasyon hata
(mg/L) (n=3) (mg/L), (n=3)
Gallik asit 0,2191 2,12 6,22
0,3977 4,19 4,76
0,5776 6,27 4,56
Ferulik asit 0,2017 1,92 -3,88
0,3557 3,70 -7,39
0,5088 5,48 -8,72
Vanilik asit 0,1958 1,85 -7,28
0,3486 3,62 -9,43
0,5079 5,47 -8,89
Kafeik asit 0,2551 2,54 27,01
0,5181 5,58 39,62
0,7394 8,14 35,76
Gallik Asit+ 0,2081 1,99 -0,17
Vanilik asit
0,3873 4,07 1,77
0,5417 5,86 -2,36
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Gallik Asit+ | 2 0,3129 3,21 60,49
Kafeik Asit
4 0,5694 6,18 54,46
6 0,7492 8,26 37,65
Gallik 2 0,1928 2,11 5,54
Asit+Ferulik
Asit 4 0,3278 3,73 -6,78
8 0,6712 7,85 -1,92
Gallik 3 0,2820 2,90 -3,34
Asit+Ferulik
Asit+Vanilik | 6 0,5217 5,64 -5,92
Asit
9 0,7503 8,26 -8,18
Gallik asit+ 2 0,2493 2,47 23,66
Ferulik Asit+
Vanilik Asit+ | 4 0,4792 5,13 28,35
Kafeik Asit
6 0,6374 6,97 16,10

Her bir durum i¢in madde miktarlar1 (kafeik asit hari¢) +%10’luk bagil hata
kapsaminda bulunmustur. Bu durum, toplam fenolik madde miktar1 tayininde Folin-
Ciocalteu yonteminin dogruluk ve tekrarlanabilirliginin oldukga iyi ve uygulanabilir

oldugunu gostermistir.
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3.24.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Yontemiyle Radikal Giderme
Kapasitesi Tayini
S6z konusu DPPH radikal giderme ya da temizleme yontemi basit, hizli ve

kolay uygulanabilir bir yontem olarak siklikla tercih edilmektedir.

DPPH yontemi ile radikal giderme kapasitesi tayininde troloks standart
maddesi kullanilmistir. Standart kalibrasyon grafigi i¢in 5 farkli konsantrasyonda (1,
3,5, 7,9 mg/L) troloks calisma ¢ozeltileri hazirlanmistir. Calisma ¢ozeltileri 100
mg/L troloks stok ¢ozeltisinden (0,0025 g troloks/25 mL metanol ) hazirlanmistir.

Tablo 3.8'de gorildigi gibi istenilen derisimde troloks ¢alisma cozeltileri
hazirlamak i¢in 100 mg/L stok ¢ozeltiden her bir derisim igin hesaplanan miktarlarda
alinarak, metanol ile 1000 plL'ye tamamlandiktan sonra iizerlerine 1 mL DPPH
eklenerek son hacim 2 mL’ye tamamlanmistir. Tiipler oda sicakliginda, karanlik
ortamda 20 dakika bekletildikten sonra absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Olculmistiir. Sifirlama islemi (2000 uL. metanol) ile yapilmis ve
% inhibisyon amaciyla kontrol ¢ozeltisi ( 1 mL MeOH+ 1 mL DPPH) hazirlanmstir.

Tablo 3.8. DPPH yonteminde troloks standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Troloks 100 mg/L Eklenen Eklenen Toplam hacim
calisma Troloks stok metanol DPPH (mL)
cozeltileri cozeltisinden miktar (uL) | miktari(mL)
(mg/L) alinan miktar
(uL)

1 20 980 1 2

3 60 940 1 2

5 100 900 1 2

7 140 860 1 2

9 180 820 1 2
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Tablo 3.9. Kontrol ¢6zeltisi i¢in absorbans degerleri

Kontrol ¢ozeltisi

(1 mL MeOH+ 1 mL DPPH )

Absorbans

Ortalama absorbans

0,9164-0,9163-0,9154-
0,9152-0,9151-0,9153

0,9156

Tablo 3.10. Troloks standartlari igin absorbans ve % inhibisyon degerleri

Troloks(mg/L)

Troloks
(umol)

Absorbans

Ortalama %inhibisyon
absorbans

1

4,0

0,8470-0,8468-
0,8469-0,8465-
0,8463

0,8467 7,5268

11,9

0,6375-0,6383-
0,6378-0,6385-
0,6384

0,6381 30,3093

20,0

0,4341-0,4343-
0,4340-0,4346-
0,4344

0,4343 52,5697

28,0

0,2553-0,2550-
0,2556-0,2554-
0,2553

0,2553 72,1150

36,0

0,0459-0,0458-
0,0458-
0,04662-

0,0458

0,0459 94,9870

Absorbans
© o o
H (o)} (o]
| | |

o
N
|

o

y =-0.0248x + 0.939
R?=0.9993

10 20
Troloks (umol)

30 40

Sekil 3.5. Troloks miktarina (umol) kars1 absorbans degerlerine ait grafik
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Sekil 3.6. Troloks miktarina (umol) karsilik % inhibisyon degerlerine gore ¢izilen

grafik

% inhibisyon asagidaki denkleme gore hesaplanmistir.

% inhibisyon = (AbSkontrol — AbSﬁrnek) / AbSkontrol x 100
Abskontrol : 1 mL MeOH+ 1 mL DPPH ¢o6zeltisi absorbansi
AbSsmek  : 20. dakikada ornek absorbansi

Radikal giderme kapasite tayini icin, 40, 80, 120 pL'lik ti¢ farkli gallik asit
(model ¢ozelti) hacmi ve oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dakika inkiibasyon
stiresi kullanilmustir. 40, 80, 120 pL'lik ti¢ farkli 6rnek hacmi izerine 1 mL DPPH
cozeltisi ilave edildikten sonra toplam hacim 2 mL olacak sekilde ¢oziiciisiinden
ilave edilerek oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire

sonunda 6rnek absorbansi 517 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur.

Tablo 3.11. Model (gallik asit) ¢Ozeltileri i¢in absorbans degerleri

Model ¢ozelti(gallik asit) Absorbans, n=3 Ortalama absorbans
(mg/L), n=3
0,2010-0,2005-0,2004- 0,2005
0,2004-0,2001
2 0,2237-0,2231-0,2232- 0,2232
0,2233-0,2229
0,2087-0,2088-0,2087- 0,2087

0,2087-0,2086

4 0,0633-0,0632-0,0633- 0,0631
0,0631-0,0628
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0,0752-0,0747-0,0749- 0,0749

4 0,0748-0,0749
0,0629-0,0617-0,0616- 0,0620

0,0618-0,0618
0,0538-0,0540-0,0540- 0,0540

0,0541-0,0540
6 0,0601-0,0601-0,0602- 0,0602

0,0603-0,0604
0,0605-0,0605-0,0604- 0,0604

0,0603-0,0602

Orneklerin radikal giderme kapasitelerini saptamak amaciyla Rodriguez ve
arkadaglarmin [78] uyguladigi prosediir kullanilmistir. Bu amagla troloks ve model
coOzelti (gallik asit)’lerin derisimlerine karsilik AA degisim grafiginden hesaplanan

egimlerinden gidilerek radikal giderme kapasiteleri hesaplanmustir.
AA= ADS (oppH ¢ozeltisiy — ADS (DPPH + 6mek)

Tablo 3.12. Troloks standartlar1 (mmol/mL) i¢cin hesaplanan AA degerleri

Troloks (mg/L) Troloks (mmol/mL) AA
1 3,99x10° 0,0689
3 1,20x107° 0,2775
5 1,99x10° 0,4813
7 2,79x10° 0,6603
9 3,59x10° 0,8697

Tablo 3.13. Model (gallik asit, mmol/mL) ¢Ozeltiler icin hesaplanan AA degerleri

Model ¢ozelti (gallik asit) | Model ¢ozelti (gallik asit AA
(mg/L) (mmol/mL))
2 1,06x107° 0,7048
4 2,13x10° 0,8489
6 3,19x10° 0,8574
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Sekil 3.7. A) troloks B) gallik asit (model ¢ozelti) icin elde edilen kalibrasyon

egrileri

HESAPLAMA

Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAK) asagidaki denkleme gore

hesaplanmistir.

Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAK) = (MStandart/ Mérmek)

MStandart = Troloks konsantrasyonuna (mmol/mL) karst AA degerleriyle ¢izilen
grafigin egimi

Momek : Ornek (gallik asit) konsantrasyonuna (mmol/mL) karst AA degerleriyle
cizilen grafigin egimi

Gallik asit (model ¢ozelti) igin;

Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAK) = (MStandart/ Mérmek)

=(0,1984)/(0,0763)
TEAK gatiik asit= 2,60

3.2.4.3. Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yontemiyle
Toplam Antioksidan Kapasitesi Tayini

CUPRAC (Bakir(I) Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi) yontemi ile toplam
antioksidan kapasitesinin tayin edilmesinde standart madde olarak troloks
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kullanilmigtir. Standart grafiginin hazirlanmasinda kullanilmak {izere stok troloks
cozeltisi (100 mg/L) hazirlanmistir. Standart kalibrasyon grafigi i¢in 5 farkli
konsantrasyonda (1, 3, 5, 7, 9 mg/L) troloks ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Tablo 3.14.'de hazirlanmist ayrintili  olarak verilen troloks ¢alisma
cozeltilerinden her bir derisim igin tablodaki miktarlarda alindiktan sonra 1000
ML’ye tamamlayacak sekilde metanol eklenmis Uzerlerine 1 mL CuCly ¢ozeltisi, 1
mL Neokuproin ¢ozeltisi, 1 mL Amonyum Asetat Tamponu (pH=7) eklenerek oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda absorbans degerleri 450
nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmiis ve sifirlama islemi (1 mL CuClo+ 1

mL NHsAc tamponu+ 1 mL neokuproin+ 1 mL MeOH ) ile yapilmustir.

Tablo 3.14. CUPRAC yobnteminde Kkalibrasyon grafigi igin hazirlanan troloks

calisma ¢ozeltileri

Troloks 100 mg/L Eklenen | Eklenen Eklenen Eklenen Toplam
calisma Troloks stok | metanol | CuClz | Neokuproin Amonyum hacim
cozeltileri | cozeltisinden | miktar | miktar1 | miktari(mL) asetat (mL)
(mg/L) alinan (uL) (mL) tamponu
miktar(uL) (pH=7)
Miktari(mL)
1 40 960 1 1 1 4
3 120 880 1 1 1 4
5 200 800 1 1 1 4
7 280 720 1 1 1 4
9 360 640 1 1 1 4
Tablo 3.15. Troloks standart ¢ozeltisi i¢in absorbans degerleri
Troloks (mg/L) Troloks (M) Absorbans(450 nm) Ortalama
absorbans
1 3,99 0,0539-0,0538- 0,0536
0,0535-0,0537-
0,0533
3 11,98 0,1930-0,1930- 0,1932
0,1933-0,1935-
0,1932
5 19,97 0,3226-0,3223- 0,3224
0,3228-0,3223-
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0,3221
7 27,97 0,4508-0,4494- 0,4492
0,4484-0,4489-
0,4484
9 35,96 0,5908-0,5903- 0,5907
0,5921-0,5899-
0,5904
0.7 -+
06 - y = 0.0166x - 0.0106
R?=0.9996
0.5 -
E 0.4 -
=
s
203 -
<
0.2 -
0.1 -+
O T T T 1
0 10 20 30 40
Troloks (UM)

Sekil 3.8. Troloks standard: i¢in elde edeilen kalibrasyon grafigi

Toplam antioksidan kapasitesi tayini igin, 80, 160, 240 pL'lik i¢ farklh
hacimde gallik asit (model ¢Ozelti) ¢ozeltisi oda sicakliginda karanlik ortamda 30
dakika inkilbasyona tabi tutulmustur. Daha sonra herbirinin tizerine 1 mL (1,0x10
M) Cu(ll) Kloriir ¢ozeltisi, 1 mL (7,5x10° M) neokuproin ¢ozeltisi ve 1 mL (1 M)
amonyum asetat tampon (pH=7,0) ¢Ozeltisi ilave edildikten sonra toplam hacim 4
mL olacak sekilde ¢oziiciisii ilave edilerek oda sicakliginda karanlik ortamda 30
dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda 6rnek absorbansi 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okunmustur.

Tablo 3.16. Model (gallik asit) ¢6zeltileri i¢in absorbans degerleri

Model c¢ozelti(gallik asit) | Absorbans(450 nm), (n=3) Ortalama absorbans
(UM), n=3
0,4847-0,4804-0,4805- 0,4810
0,4799-0,4798
10,63 0,4810-0,4813-0,4789- 0,4799
0,4792-0,4789
0,4732-0,4724-0,4713- 0,4720
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0,4720-0,4712

21,26 0,9296-0,9252-0,9249- 0,9262
0,9260-0,9255
0,9456-0,9455-0,9416- 0,9429
21,26 0,9412-0,9407
0,9190-0,9137-0,9138- 0,9152
0,9141-0,9152
1,1974-1,1893-1,1958- 1,1939
1,1979-1,1889
31,9 1,1393-1,1306-1,1395- 1,1353
1,1302-1,1367
1,1136-1,1101-1,1091- 1,1103

1,1102-1,1086

1.4 -
1.2 - y =0.0314x + 0.1822 B)
. R?2=0.9613
1 .
2 L
g
3 0.8 - X
206 - )
<
0.4 -
y =0.0166x - 0.0106
2 R? = 0.9996
0 . : . .
0 10 20 30 40
Antioksidan (uM)

Sekil 3.9. CUPRAC metodunda A) troloks B) gallik asit (model ¢ozelti) icin elde

edilen kalibrasyon egrileri

Hesaplama:

Model ¢ozelti(gallik asit) i¢in toplam antioksidan kapasitesi Apak ve ark.'larinin [79]
belirttigi sekilde hesaplanmistir. CUPRAC metodunda Troloks'un molar absorblama

katsayist 1,66x10% L.mol™t.cm™olarak hesaplanmistir.

ETroloks: 1,66x10% L.molt.cm™

Ecallik asit: 3,14x10* L.mol™*.cm™

TEAK gallik asit= €Gallik asit / ETroloks = 3,14x10%/1,66x10*
TEAK galiik asit = 1,89
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3.2.5. Yaprak Ekstraktlariin Analizi
3.2.5.1. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde miktarinin tespit
edilmesinde standart madde olarak gallik asit kullanilmistir. Standart grafiginin
hazirlanmasinda kullanilmak {izere stok gallik asit ¢ozeltisi (100 mg/L)
hazirlanmistir. Standart kalibrasyon grafigi i¢in 5 (bes) farkli konsantrasyonda (1, 3,
5, 7, 9 mg/L) gallik asit ¢alisma ¢6zeltileri hazirlanmistir.

Tablo 3.17.de hazirlanisi ayrintili olarak verilen gallik asit c¢alisma
cozeltilerinden her bir derisim i¢in tablodaki miktarlarda alindiktan sonra 250 pL’e
tamamlayacak sekilde saf su eklenmis, tizerlerine (1:5) oraninda seyreltilmis Folin-
Ciocalteu reaktifinden 250 pL ve 2 mL Na,COs ¢ozeltisinden eklenerek su
banyosunda 50°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda absorbans degerleri
750 nm dalga boyunda spektrofotometre ile 6lgiilmistiir. Sifirlama islemi (250 uL
su+ 250 pL Folin Ciocalteu reaktifi+ 2 mL Na,COs3) ile yapilmistir.

Orneklerin toplam fenolik madde miktar1 Singleton ve ark. tarafindan
onerilen [80] sekilde Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak saptanmis ve sonuglar
gallik asit esdegeri olacak sekilde ifade edilmistir. Yontem fenolik bilesiklerin bazik
ortamda Folin-Ciocalteu reaktifi indirgeyip kendilerinin oksitlendigi redoks
reaksiyonu sonucunda olusan mavi renkli kompleksin spektrofotometrik 6l¢timiine

dayanmaktadir.

Tablo 3.17. Folin-Ciocalteu yonteminde hazirlanan gallik asit standart ¢alisma

cozeltileri
Gallik asit 100 mg/L Gallik asit | Eklenen Folin- Na2COs | Toplam
caliyma stok ¢Ozeltisinden saf su Ciocalteu (mL) hacim
cozeltileri alinan miktar(pL) miktar Reaktifi (mL)
(mg/L) (HL) (HL)
1 25 225 250 2 2,5
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3 75 175 250 2 2,5
5 125 125 250 2 2,5
7 175 75 250 2 2,5
9 225 25 250 2 2,5

d y ~ .
f e :
Bl
et 4 ax _ 4 > .

Sekil 3.10. Folin-Ciocalteu yonteminde kalibrasyon grafigi i¢in hazirlanan gallik asit

calisma ¢dzeltilerinin renk skalasi

Yapilan 6n denemelerde elde edilen sonuglar dogrultusunda toplam fenolik
madde miktar1 tayini i¢in 6rnek ekstraktlarindan 50, 100, 150 pL' lik ti¢ farkli 6rnek
hacmi Uzerine 250 pL Folin-Ciocalteu reaktifi, 2 mL Na,COs ¢ozeltisi ve son hacim
2,5 mL olacak sekilde ¢oziiciisii (yapraklarin ekstraksiyonunda kullanilan ¢6ziicii) ile
tamamlandiktan sonra su banyosunda 50°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Belirlenen
sire  sonunda 0Ornek absorbanst 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okunmustur. Spektrofotometrede sifirlama islemi (250 pL su+ 250 pL Folin-
Ciocalteu reaktifi+ 2 mL Na2COs) ile yapilmistir. Orneklerin toplam fenolik madde

miktarlar1 mg gallik asit esdegeri (mg GAE/g 0rnek) olarak ifade edilmistir.
3.25.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Yoéntemiyle Radikal Giderme
Kapasitesinin Tayini

DPPH yontemi ile radikal giderme kapasitesi tayininde troloks standart
maddesi kullanilmigtir. Standart kalibrasyon grafigi i¢in 5 farkli konsantrasyonda (1,
3,5, 7,9 mg/L) troloks calisma cozeltileri hazirlanmistir. Calisma ¢ozeltileri 100
mg/L troloks stok ¢ozeltisinden (0,0025 g troloks/25 mL metanol) hazirlanmastir.

Tablo 3.18.'de goriildiigii gibi her bir derisim igin tablodaki miktarlar

alinarak, metanol ile 1000 pl'ye tamamlanmig ve Uzerlerine 1 mL (1:3) oraninda
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seyreltilmis DPPH ¢0zeltisi ilave edilerek farkli konsantrasyonlarda troloks caligma

cozeltileri elde edilmistir.

Tablo 3.18. DPPH yonteminde troloks standart ¢ozeltilerinin hazirlanis

Troloks 100 mg/L Troloks stok Eklenen Eklenen DPPH Toplam
calisma cozeltisinden alinan metanol miktari(mL) hacim
cozeltileri miktar (uL) miktar (uL) (mL)

(mg/L)

1 20 980 1 2

3 60 940 1 2

5 100 900 1 2

7 140 860 1 2

9 180 820 1 2

Sekil 3.11. DPPH yonteminde kalibrasyon grafigi i¢in hazirlanan troloks calisma

¢Ozeltilerinin renk skalasi

Orneklerin radikal giderme kapasiteleri mg Troloks esdegeri/ g 6rnek olarak
ifade edilmistir. Yontem mor renkli DPPH radikalinin, antioksidan madde ile girdigi
reaksiyon sonucunda radikal tutucunun oksijen atomu ile DPPH-H'ye indirgenmesi
ile meydana gelen renk degisiminin 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik

Ol¢limiinii temel alir.

Yapilan 6n denemelerde elde edilen sonuglar dogrultusunda radikal giderme
kapasitesi tayini igin 6rnek ekstraktlarindan 40, 80, 120 uL’lik ti¢ farkli hacimdeki
ornek {iizerine 1 mL (1:3) oraninda seyreltilmis stok DPPH (5,00x10* M
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konsantrasyonda % 99,9’luk metanolde hazirlanmis stok DPPH ¢ozeltisi) ¢ozeltisi
eklendikten sonra son hacim 2 mL olacak sekilde ¢6ziiclisU (yapraklarin
ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziicii) ilave edilerek karanlik ortamda 20 dakika
inkibe edilerek kullanilmistir. Bu siire sonunda o6rnek absorbansi 517 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okunmustur. Spektrofotometrede sifirlama islemi

metanol ile yapilmistir.

% inhibisyon asagidaki denkleme gore hesaplanmistir.

% inhibisyon = (AbSkontroI — AbStjmek) | AbSkontrol X 100
Abskontrol : 1 mL MeOH+ 1 mL DPPH ¢ozeltisi absorbansi

AbSsmek  : 20. Dakikalik inkiibasyon sonrasi érnek absorbansi

3.2.5.3. Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yo6ntemiyle
Toplam Antioksidan Kapasitesi Tayini

CUPRAC (Bakir(Il) indirgeyici Antioksidan Kapasitesi) yontemi ile toplam
antioksidan kapasitesinin tayin edilmesinde standart madde olarak troloks
kullanilmigtir. Standart grafiginin hazirlanmasinda kullanilmak {izere stok troloks
cozeltisi (100 mg/L) hazirlanmigtir. Standart kalibrasyon grafigi i¢in 5 (bes) farkl
konsantrasyonda (1, 3, 5, 7, 9 mg/L) troloks ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanmustir.

Tablo 3.19.da hazirlanist ayrintili  olarak verilen troloks ¢alisma
¢Ozeltilerinden her bir derisim ig¢in tablodaki miktarlarda alindiktan sonra 1 mL
CuCly ¢ozeltisi, 1 mL neokuproin ¢ozeltisi, 1 mL amonyum asetat tamponu (pH=7)
eklenerek son hacim metanol ile 4 mL’ye tamamlanarak oda sicakliginda, karanlik
ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda absorbans degerleri 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmiis ve sifirlama islemi (1 mL CuCl>+ 1 mL

NHsAc tamponu+ 1 mL neokuproin+ 1 mL MeOH ) ile yapilmustir.
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Tablo 3.19. CUPRAC yonteminde kalibrasyon grafigi i¢in kullanilan troloks ¢alisma

cozeltileri
Troloks 100 mg/L | Eklenen Eklenen Eklenen Eklenen Toplam
calisma | Troloks stok | metanol CuCl2 Neokuproin | Amonyum | hacim

cozeltileri | ¢ozeltisinden | miktar | miktari(mL) | miktari(mL) asetat (mL)
(mg/L) alinan (L) tamponu
miktar(uL) (pH=7)
Miktari(mL)

1 40 960 1 1 1 4

3 120 880 1 1 1 4

5 200 800 1 1 1 4

7 280 720 1 1 1 4

9 360 640 1 1 1 4

\ - y/ : ’
e A Gz 2 %/ YW

Sekil 3.12. CUPRAC yonteminde kalibrasyon grafigi igin hazirlanan troloks ¢alisma

cozeltilerinin renk skalasi

Yapilan 6n denemelerde Ornek ekstraktlarindan elde edilen sonuglar
dogrultusunda toplam antioksidan kapasitesi tayini i¢in; 80, 160, 240 pL'lik ti¢ farkl
ornek hacmi kullanilmistir. 80, 160, 240 pL’lik ti¢ farkli hacimdeki 6rnek Gzerine 1
mL (1,0x102 M) Cu(11) kloriir ¢ozeltisi, 1 mL (7,5x10° M) neokuproin ¢ozeltisi ve 1
mL (1 M) amonyum asetat tampon (pH=7,0) ¢0zeltisi ilave edildikten sonra son
hacim 4 mL olacak sekilde c¢oziiciisii (yapraklarin ekstraksiyonunda kullanilan
¢cozlcu) ile tamamlanip oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dakika inkiibe
Bu siire sonunda Ornek absorbansi

edilmistir. 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okunmustur. Numuneler igin Olgiilen absorbans degerleri ve
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troloks icin elde edilen & degeri kullanilarak her bir numunenin antioksidan

kapasitesi (mg TEAK/ g 6rnek) olarak ifade edilmistir

Hesaplama:

(mg Troloks esdegeri / g Ornek)= (A/ e€Troioks) X (Vioplam / Vemek) X SF X

(Vekstrakt/ Mekstrakt) X Magtroloks)

A : Cu ( 1l)- neokuproin cozeltisine 6rnek ilave edildikten sonra 6lcilen absorbans
(A=450 nm)

ETroloks: Troloksun molar absorbsiyon katsayis1 (mol™.L.cm™)

Vt : Absorbansin 6l¢iildiigii son hacim (mL)

Vs : Alinan 6rnek hacmi (mL)

SF : Seyreltme faktoru

Mekstrakt : Bitki 6rnek miktar1 (g)

Vekstrakt : Ekstrakt hacmi (mL)

Magtroloks) : Troloks'un molekiil agirlig

3.2.5.4. Disbudak Ekstraktlarinda bulunan antioksidanlar ve miktarlar:

Bitki ekstraktlarindaki bilesenlerin nitel ve nicel analizi i¢in HPLC ve LC-MS
yontemleri siklikla kullanilmaktadir [81]. Bu ¢alismadada LC-MS y6temiyle nitel ve
nicel analizler gerceklestirilmistir. Disbudak zeytingiller familyasindan bir bitki
oldugu i¢in Secoiridoid yapilar ana bilesen olarak yer aldig: diistiniilmiis ve oncelikle

oleuropein tayini amaglanmistir.

3.2.5.4.1. Oleuropein tayini

Ekstraktlardaki ana bilesen oleuropein ve bozunma iiriinleri tyrosol ve
hydroxytyrosol tayini i¢in fakli ¢oziicli ve gradient eliisyon programi uygulanmustir.
Bu amacgla kromatografik ayirmalar Poroshell 120 EC-C18 (4.6mm x 100mm,
2.7um) kolonu ile gradient mobil faz A (5mM amonyum asetat) ve mobil faz B
(MeOH) kullanilarak gergeklestirilmistir. Akis hiz1 0.4 mL dk™ enjeksiyon hacmi 5
uL ve kolon sicakligi 25°C’dir.
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3.2.5.4.2. Disbudak ekstraktlarindaki diger antioksidanlarin tayini

Oleuropein disindaki bilesenlerin miktarlart daha diisiik oldugu diisiiniilerek
farkl bir ¢oziicii bilesimi ve gradient eliisyon programi uygulanmistir.
Kromatografik ayirmalar Poroshell 120 EC-C18 (4.6mm x 100mm, 2.7um) kolonu
ile gradient mobil faz A (%0.1 formik asit) ve mobil faz B (metanol) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Akis hizi 0.4 mL dk?, enjeksiyon hacmi 2.0 puL ve kolon
sicakligr 25°C dir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

Numunelerin Folin-Ciocalteu yontemi uygulanarak elde edilen toplam fenolik

madde miktarlar1 Tablo 4.1.’de hesaplamalar i¢in hazirlanan kalibrasyon grafikleri

ise Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’de gosterilmistir. Hazirlanan kalibrasyon grafigi i¢in

gallik asit kullanilmistir.

Tablo 4.1. Yerli ve Amerikan Digbudak agaci yapraklari 6rneklerinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (ortalama deger + standart sapma)

Bitki Ornekleri

Toplam fenolik
madde miktar1 (mg GAE/ g 6rnek) , n=3

Amerikan Disbudak (%70'lik Metanol-Su 110,92+4,75
Ekstraksiyonu)

Yerli Disbudak (% ?70'lik Metanol-Su 70,21+3,64
Ekstraksiyonu)

Amerikan Disbudak (infiizyon) 45,06+5,16

Yerli Disbudak (infiizyon) 46,45+4,49

Ornek hesaplama:

Amerikan Disbudak (%70'lik Metanol-Su Ekstraksiyonu) igin;

Alinan 6rnek hacmi= 100 pL
Absorbans= 0,1658

Dogru denkleminden hesaplanan 6rnek miktari (mg GAE)= (0,1658-0,0179)/0,0876=

1,69 mg gallik asit/ L

mg gallik asit esdeger _ Ekstrakt hacmi(mlL)

x Seyrelme Faktori X —

Toplam hacim (mL)

1000 mL Ekstrakt miktar1 (g) Ornek hacmi (mlL)
1,69 mg GAE 50 mL 2,5mL .
= < T2 x 10 x 2= = 105,53 mg GAE / g 6rnek
1000 mL 0,2 g 6rnek 0,1 mL

50 pL alinan 6rnek igin hesaplanan toplam fenolik madde miktari= 114,47 mg GAE /

g 6rnek

150 pL alinan 6rnek i¢in hesaplanan toplam fenolik madde miktari= 112,77 mg GAE

/ g 6rnek
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Sekil 4.1. Infiizyon 6rnekleri i¢in kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigi

17 y = 0.0876x + 0.0179
2 0.8 1 R?=0.9976
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gallik asit (mg/L)

Sekil 4.2. %70'lik MeOH-su 6rnekleri i¢in kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigi

Karsilastirma kolaylig1 agisindan, Tablo 4.1.’de verilen toplam fenolik madde

miktarlar1 sUtun grafik haline getirilerek Sekil 4.3.’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Toplam fenolik madde miktar1 tayininde ¢ozici olarak %70'lik MeOH-su
kullani1ldiginda elde edilen sonuglar

%70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulandiginda Amerikan Disbudak i¢in
toplam fenolik madde miktart 110,92+4,75 mg GAE/ g ornek, inflizyon islemi
uygulandiginda ise 45,06+5,16 mg GAE/ g 6rnek olarak bulunmustur.

%70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulandiginda Yerli Digbudak i¢in toplam
fenolik madde miktar1 70,214+3,64 mg GAE/ g oOrnek, infiizyon islemi
uygulandiginda ise 46,45+4,49 mg GAE/ g 6rnek olarak bulunmustur.

Sonuglara gére hem Amerikan hem de Yerli Disbudak yapraklarinin metanol-
su ekstraktlarinda inflizyon Orneklerine gore toplam fenolik madde miktar1 daha
yiiksek bulunmustur. Amerikan Disbudagi metanol-su ekstraktlarinda toplam fenolik
madde miktar1 Yerli Disbudak ekstraktlarindakine gore yaklasik 1,5 (bir buguk) kat
yiksek c¢ikmigtir. Her iki tiire ait yapraklarin inflzyonu sonucu elde edilen

ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktarlar birbirlerine ¢ok yakin ¢ikmaistir.
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4.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Yontemiyle Radikal Giderme Kapasite
Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

Tablo 4.2. Yerli ve Amerikan Disbudak agaci yapraklari orneklerinin radikal
giderme kapasite degerleri (ortalama deger + standart sapma)

Bitki Ornekleri Radikal giderme kapasitesi
(mg Troloks esdegeri/ g 6rnek) , n=3

Amerikan Disbudak (%70'lik Metanol-Su 2,21+0,01
Ekstraksiyonu)

Yerli Disbudak (%?70'lik Metanol-Su 2,19+0,04
Ekstraksiyonu)

Amerikan Disbudak (infiizyon) 2,08+0,07

Yerli Disbudak (infiizyon) 2,08+0,07

Ornek hesaplama:

Amerikan Disbudak (%70'lik Metanol-Su Ekstraksiyonu) igin;

80 pL icin ortalama absorbans= 0,0734

Dogru denkleminden hesaplanan 6rnek miktar1 (mg TE)= (0,0734-0,9438)/ (-
0,0983)=8,85mg TE/ L

mg troloks esdeger = Ekstrakt hacmi(mlL)
1000 mL Ekstrakt miktar: (g)

_ 885mg 50 mL
1000 mL 0,2 g 6rnek

=2,21 mg Troloks esdegeri/ g 6rnek

40 pL alinan 6rnek igin hesaplanan DPPH Radikal Giderme Kapasitesi= 2,20 mg
Troloks esdegeri/ g 6rnek
120 pL alinan 6rnek igin hesaplanan DPPH Radikal Giderme Kapasitesi= 2,21 mg
Troloks esdegeri/ g drnek

Ortalama= (2,21+2,21+2,20)/3= 2,21 mg Troloks esdegeri/ g 6rnek
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Sekil 4.4. Infiizyon 6rnekleri i¢in kullanilan troloks kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.5. Infiizyon ornekleri icin kullanilan troloks konsantrasyonuna Kkarsi
%inhibisyon grafigi
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Sekil 4.6. %70'lik MeOH-su 6rnekleri i¢in kullanilan troloks kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.7. %70'lik MeOH-su 6rnekleri igin kullanilan troloks konsantrasyonuna karsi
%inhibisyon grafigi

%70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulandiginda Amerikan Disbudak igin
radikal giderme kapasitesi 2,21+£0,01 mg troloks esdegeri/ g 6rnek , inflizyon islemi

uygulandiginda ise 2,08+0,07 mg troloks esdegeri/ g 6rnek olarak bulunmustur.

%70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulandiginda Yerli Disbudak igin radikal
giderme kapasitesi 2,19+0,04 mg troloks esdegeri/ g Ornek , infiizyon islemi

uygulandiginda ise 2,08+0,07 mg troloks esdegeri/ g 6rnek olarak bulunmustur.

Sonuglara gére hem Amarikan hem de Yerli Digbudak yapraklarinin metanol-
su ekstraktlarinda infiizyon 6rneklerine gore radikal giderme kapasitesi daha yuksek
bulunmustur. Her iki tiire ait yapraklarin infiizyonu sonucu elde edilen ekstraktlarda

radikal giderme kapasitesi yaklagik olarak birbirleriyle ayni ¢ikmustir.

4.3. Cu-II iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemiyle (CUPRAC)
Toplam Antioksidan Kapasite Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular
Amerikan Disbudak (Fraxinus Americana) ve Yerli Disbudak (Fraxinus
Excelsior) bitkilerine ait ekstraktlarin Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan
kapasitesi (CUPRAC) tayini testlerinden elde edilen sonuclar Tablo 4.3. ve Sekil
4.9'da verilmistir. Kalibrasyon grafigi (Sekil 4.8.) troloksun metanolli ¢ozeltileri

kullanilarak hazirlanmistir.
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Tablo 4.3. Yerli ve Amerikan Disbudak agaci yapraklari orneklerinin toplam
antioksidan kapasite igerikleri (ortalama deger + standart sapma)

Bitki Ornekleri Toplam antioksidan kapasite (mg Troloks
esdegeri/ g 0rnek) ,
n=3

Amerikan Disbudak (%?70'lik Metanol-Su 238,38%6,74
Ekstraksiyonu)

Yerli Disbudak (%?70'lik Metanol-Su 138,45+5,07
Ekstraksiyonu)

Amerikan Disbudak (infiizyon) 76,74+3,31

Yerli Disbudak (inflizyon) 91,42+2,66

Ornek hesaplama:

Amerikan Disbudak (%70'lik Metanol-Su Ekstraksiyonu) igin;
Alinan 6rnek hacmi= 80 pL
Absorbans= 0,0836

0,0836 _ 4,0mL X 50—mLek x 250,29 g troloks

T 1,66x10%4 0,08 mL 0,2 gorn

= 236,25 mg Troloks esdegeri/ g 6rnek

160 pL alinan 6rnek igin hesaplanan toplam antioksidan kapasitesi= 245,94 mg
Troloks esdegeri/ g 6rnek
240 pL alinan ornek igin hesaplanan toplam antioksidan kapasitesi= 232,97 mg
Troloks esdegeri/ g 6rnek

Ortalama= (236,25+245,94+232,97)/3= 238,38 mg Troloks esdegeri/ g 6rnek
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Sekil 4.8. CUPRAC deneylerinde kullanilan ve troloks standard ile elde edilen
kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.9. Bakir-11 iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) deneylerinde
¢ozucu olarak %70'lik MeOH-su kullanildiginda elde edilen sonuglar

%70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulandiginda Amerikan Disbudak igin
toplam antioksidan kapasite 238,38+6,74 mg troloks esdegeri/ g 6rnek , inflizyon
islemi uygulandiginda ise 76,74+3,31 mg troloks esdegeri/ g Ornek olarak

bulunmustur.

%70'lik metanol-su ekstraksiyonu uygulandiginda Yerli Digbudak i¢in toplam
antioksidan kapasite 138,45+5,07 mg troloks esdegeri/ g Ornek , infiizyon islemi
uygulandiginda ise 91,42+2,66 mg troloks esdegeri/ g 6rnek olarak bulunmustur.
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Sonuglara gére hem Amarikan hem de Yerli Digbudak yapraklarinin metanol-
su ekstraktlarinda inflizyon Orneklerine gore toplam antioksidan kapasitesi daha
yiksek bulunmustur. Amerikan Disbudagi metanol-su ekstraktlarinda toplam
antioksidan kapasitesi Yerli Digsbudak ekstraktlarindakine gore yaklasik 1,5 (bir
buguk) kat yiiksek ¢ikmustir. Her iki tiire ait yapraklarin inflizyonu sonucu elde

edilen ekstraktlarinda toplam antioksidan kapasiteleri birbirlerine yakin ¢ikmustir.
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4.4. LC-MS/MS ile Elde Edilen Bulgular

Tablo 4.4. Ekstraktlardaki analizi yapilan fenolik bilesikler ve miktarlar1 (ortalama
deger + standart sapma)

Yerli Amerikan verli Disbudak Amerikan
Fenolik Disbudak | Disbudak g Disbudak %70'lik
. . - %70'lik MeOH-
Bilesik inflizyon inflizyon su (ug/g), n=3 MeOH-su (ug/g),
(M9/9), n=3 | (Mg/g), n=3 ’ n=3
. 29442,74 + | 17298,65 + 55192,12 +
Oleuropein 2060.99 1210.01 3863.45 27085,27 + 1895,97
2-(4-
hidroksifeniljet| 0289% | 36279% | 155004 1097 | 11949+ 16,30
. 27,35 25,39
anol (tirozol)
3-
hidroksitirozol | 392,11 + 496,33 £
(hidroksitirozo | 26,15 2735 118,40+1525 | 16145+19,37
1)
Gallik asit 230+0,47 | 1,01£0,05 <b.s <b.s
Prom:s"ﬁes“lk 61,34 +437| 12,76 £093 | 3,940,221 54,35 + 0,99
3.4-
Dihidroksifenil | 1,63 +0,06 | 0,37 + 0,03 <b.s <b.s
asetik asit
(+)-Katesin <b.s <b.s <b.s <b.s
Pirokatesol <b.s <b.s <b.s <b.s
. . 153,44 + 963,49 +
Klorogenik asit 17.49 51,64 1764,67 + 24,63 265,47 + 15,87
2,5-
Dihidroksibenz | 4,94 +0,31 | 1,60 +0,21 2,26 £ 0,01 5,34 £ 0,06
oik asit
4-
H'dr‘f(kz's?fnzo' 231+0,14 | 3524002 | 2,97%0,10 1,74 + 0,13
(-)-Epikatesin <b.s <b.s <b.s <b.s
Vanilik asit | 3,14 +0,61 | 4,57 +£1,03 4,02+0,31 3,64 £ 0,65
Kafeik asit 22,99 + 0,66 | 33,03 + 1,25 6,86 £ 0,61 2,89+0,18
Siringik asit <b.s <b.s <b.s <b.s
3-
Hidroksibenzoi <b.s <b.s <b.s <b.s
k asit
Vanilin <b.s <b.s <b.s <b.s
. 6850,13 + 846,60 £
Verbaskosid 968 07 133.88 2809,06 + 78,63 | 18585,06 + 265,43
Taksifolin <b.s <b.s <b.s <b.s
Sinapik asit <b.s <b.s <b.s <b.s
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p-Kumarik asit | 9,53 + 0,56 | 10,91 £ 0,29 486 0,27 5,32 £0,25
Ferulik asit 449+0,32 | 11,40+ 0,75 9,00 £0,42 2,86 £ 0,04
Luteolin 7- 304,21 +
glukozid 11,08 0,59 +£0,10 0,77 £ 0,05 983,58 + 30,38
o 7091,47 + | 11086,24 + 23691,29 +
Hesperidin 305,54 113170 1147 36 14369,23 + 238,02
) . 329,28 + 316,81 +
Hiperosid 2504 15 63 804,78 + 52,82 792,67 +7,82
Rosma}rmlk <b.s <b.s <b.s <b.s
asit
Apigenin 7- 156,26 +
glukosid 1771 0,75+ 0,07 1,00 + 0,09 371,73 £51,09
2_
Hidroksisinna <b.s <b.s <b.s <b.s
mik asit
Pinoresinol 7,46 £ 1,55 | 56,58 + 2,48 58,78 + 7,42 5,14 £ 0,33
Eriodiktiol <b.s <b.s <b.s <b.s
Kuersetin <b.s <b.s 0,88 £ 0,02 0,81 +£0,05
Luteolin 3,13+0,20 <b.s <b.s 17,03 +1,33
Kaempferol <b.s <b.s <b.s <b.s
Apigenin 1,63 + 0,22 <b.s <b.s 7,78 £ 0,48

b.s: Belirtme sinir1
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5. SONUC ve ONERILER

Yerli ve Amerikan Digbudaginin (Fraxinus Excelsior, Fraxinus Americana)
yapraklarindaki toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu, toplam antioksidan
kapasitesi CUPRAC ve radikal giderme kapasitesi DPPH yontemi ile
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Deneyler li¢ defa tekrarlanmis ve bulunan

sonuglarin ortalamalar1 hesaplanarak verilmistir.

Sonuglara gore hem Amarikan hem de Yerli Disbudak yapraklarinin metanol-
su ekstraktlarinda inflizyon orneklerine goére toplam fenolik madde miktari, toplam
antioksidan kapasitesi ve radikal giderme kapasitesi daha yiiksek bulunmustur.
Bunun nedeni farkli ¢oziicii ve ekstraksiyon sartlarinda ¢oziinen bilesenlerin farkli
olmasindan (ekstraksiyon sirasinda c¢oziiciiye gecgebilen fenollerin miktar1 ve

kimyasal yapilar1 nedeniyle) kaynaklanabilir.

Amerikan Disbudagi metanol-su ekstraktlarinda toplam fenolik madde
miktar1 ve toplam antioksidan kapasitesi Yerli Disbudak ekstraktlarindakine gore
yaklasik 1,5 (bir buguk) kat yiiksek ¢ikarken radikal giderme kapasitesi birbirlerine
yakin ¢ikmustir. Her iki tiire ait yapraklarin inflizyonu sonucu elde edilen
ekstraktlarda toplam fenolik madde miktari, toplam antioksidan kapasitesi ve radikal
giderme kapasitesi birbirlerine ¢ok yakin ¢ikmistir. Bulunan sonuglar antioksidan
kaynagi olarak kullanilan dogal bitki ¢aylar1 ile karsilastirildiginda [82] c¢alisilan
parametreler icin yakin ¢ikmustir. Sonu¢ olarak her iki tir disbudak agaci
yapraklarinin alternatif bir dogal antioksidan kaynag: olarak kullanilabilecegi ifade
edilebilir.

Aragtirmacilar toplam fenolik madde miktari icerigi ile toplam antioksidan
kapasite arasindaki iliskinin 6nemi tizerinde ¢alismistir. Bir grup arastirmaci toplam
fenolik madde miktar1 ile antioksidan kapasitesi arasinda dogru bir orantinin s6z
konusu oldugunu 6ne siirerken [83, 84] diger arastirmacilar ise toplam fenolik madde
miktart ile antioksidan kapasite arasindaki iliskinin dogrusallikla agiklanamayacagini
ifade ederek diisiiniilenden daha karmasik bir mekanizmaya sahip olduklarin1 6ne

stirmislerdir [85, 86].
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Toplam fenolik madde miktarina karst hem CUPRAC hem de DPPH
deneylerinde elde edilen degerler grafige gecirilerek bu iligkinin arastirilmasi

amaglanmustir (Sekil 5.1. ve Sekil 5.2.).

300 -

250 - y=2.3681x - 25.16
R? = 0.9954

Toplam antioksidan kapasite (mg TE/ g
ornek)
=
(9]
o
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Toplam fenolik madde miktari (mg GAE/ g 6rnek)

Sekil 5.1. Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarina karst CUPRAC degerleri
grafigi

Sekil 5.1.'de elde edilen korelasyon incelendiginde 6rneklerin fenolik madde
miktart ile antioksidan kapasitesi arasindaki iligkinin 6nemli oldugu goriilmektedir
(R?>= 0,9954). Buna gore fenolik madde miktar1 yiksek o6rneklerin yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu bulgu bir grup aragtirmaci
tarafindan One siiriilen toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan kapasite

arasinda dogru bir orantinin s6z konusu oldugu goriisiine uygun diismektedir.
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Sekil 5.2. Toplam fenolik madde miktarina kars1 DPPH deneylerinden elde edilen
radikal giderme kapasitesi grafigi

Sekil 5.2.'de toplam fenolik madde miktar: ile radikal giderme kapasitesi
arasindaki iliski degerlendirildiginde ise tam bir korelasyon bulunamadigi
goriilmiistir (R?>= 0,8076). Bunun nedeni olarak &rnek ekstraktinda yer alan
bilesenlerin radikal giderme kapasitesinin yetersiz veya hizli bir reaksiyonun

olamadigini diisiindiirmektedir.

Ekstraktlardaki bilesenler ve bunlarin miktarlar1 LC-MS yontemi kullanilarak
analizlenmigtir. Buna gore zeytingillerden olan Yerli Digbudak agaci yapraklarinimn
metanol-su ekstraktlar1 ve infiizyon Orneklerinde bu familyanin ana bilesenlerden
olan oleuropein miktar1 sirasiyla (55192,12 + 3863,45 pg/g; 29442,74 + 2060,99
Hg/g), Amerikan Disbudak agaci yapraklarinin metanol-su ekstraktlari ve infiizyon
orneklerinde sirasiyla (27085,27 + 1895,97 ug/g; 17298,65 + 1210,91 pg/g) olarak
bulunup, oleuropeinin bozunma firiinleri oldugu belirtilen tirozol ve hidroksitirozol

oldugu Tablo 4.4'de gorilmektedir.

Bunlarin disinda butlin ekstraktlarda Tablo 4.4'de goriildiigii gibi en yiiksek
miktarda hesperidin 23691,29 + 1147,36 ug/g Yerli Disbudak-%70(h/h)'lik metanol-
su; verbaskosid (18585,06 + 265,43 nug/g Amerikan Disbudak-%70(h/h)'lik metanol-
su); hiperosid (329,28 + 25,04 pg/g Yerli Disbudak -inflizyon), klorogenik asit
(1764,67 £ 24,63 ug/g Yerli Disbudak-%70(h/h)'lik metanol-su); luteolin 7-glukosid
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(983,58 + 30,38 pg/g Amerikan Disbudak-%70(h/h)lik metanol-su); fenolik
bilesiklerinin yiliksek oldugu tespit edilmistir.

Bulunan bu sonuglar literatiirde yapilan [81] disbudak yapraklari ekstraktlar
ile karsilagtirildiginda tirozol ve ferulik asit fenolik bilesikleri i¢in benzer sonuglar
bulunurken oleuropein, hidroksitirozol, verbaskosid, protokatesuik asit, vanilik asit,
siringik asit ve vanilin bilesiklerinde ©onemli farklar gbéze c¢arpmaktadir. Bu
farklanmanin nedeni; yapraklarin farkli zamanlarda toplanmis olmasi, iklim sartlari

ve yetistigi topragin bilesiminin farkli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismayla, Bati Anadolu ve Akdeniz Bolgelerinde yetisen ve zeytingiller
(Oleaceae) familyasindan olan Yerli (Fraxinus Excelsior) ve Amerikan Disbudagi
(Fraxinus Americana) yapraklarinin 6nemli bir antioksidan kaynagi oldugu tespit

edilmis ve Ulkemiz igin ekonomik potansiyeli ortaya konulmustur.
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