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ONSOZ

“Malabaila dasyantha (C. Koch) Grossh” (Kelemen Kegir) bitkisinden elde edilen
metanolik ekstraktlarin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitelerinin tayini
calismas1 Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali’nda yiiksek

lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismalarim siiresince hosgorii, ilgi, anlayis ve tecriibelerini esirgemeyen Sayin
Hocam Dog.Dr. Fikret AKDENIZ’e ¢ok tesekkiir ediyorum. Ultrasonik Banyo sistemini
bizden esirgemeyen Prof.Dr. ismail CAKMAK ’a, bitkilerin teshisinde nemli katkilari
olan Biyoloji boliimiinden Aras.Gor. Giil Esma AKDOGAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuar calismalarinda emegi gegen arkadaslarim doktora 6grencisi Nazli VURAL
ve Inan DURSUN’a, Yiiksek Kimyager Kadir TEPEBAS’a ve Metin BICiL’e tesekkiir

ediyorum.
Manevi destegiyle hep yanimda olan esim Emre TEKE’ye ve ¢ok sevdigim aileme;

babam Recep YILDIRIM annem Nazife YILDIRIM ve kardeslerim Hilal YILDIRIM,
Biisra YILDIRIM a tesekkiir ederim.

11



ICINDEKILER

ABSTRACT.....................
GRAFIKLER DIZINI..........

SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIZINT. ...,

SEKILLER DiZiNi.............
RESIMLER DiZINi............
TABLOLAR DIiZINI...........

1. GIRIS .....................................................................................
2. GENEL BILGILER.. ... ..ottt e,
2.1. Serbest Radikaller ve OKsidatif Sters.......cooeeereuieee i,

2.2. Oksijen ve Ozellikleri. ..
2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri.
2.3.1. Hidrojen Peroksit.
2.3.2. Hidroksil Radikali

2.3.3. Siiperoksit Radikali.............coooiiiiii
2.4, Antioksidanlar. ... ...t

2.5. Antioksidanlarin Stiflandirilmast.......oooviieeinei

2.5.1. Dogal Antioksidanlar..............c.oooiiiiiiiiiiii

2.5.1.1. C Vitamini
2.5.1.2. E Vitamini

2.5.2. Sentetik Antioksidanlar...............oo
2.5.2.1. Propil Gallat (PG).......ccooiiiiiii e
2.5.2.2. Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)......................ooee.l.
2.5.2.3. Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT).............................
2.5.2.4. Butillenmis Hidroksi Anisol (BHA)..................c.ooooit i
2.5.2.5. p-ters-Butil Fenol................cooiiiii
2.5.2.6. 6-ters-Butil-m-Krezol...............c.ooii

2.5.2.7. Irganox....
2.5.2.8. Etoksikuin

11

ii
iii
vi
vii

viii

ix

xii

xiii

O O© 0 X 9 N O &N L B W N DN

—_ = = = =
W DN = = O



2.5.3. Sentetik Antioksidanlara Duyulan Thtiyag............ccccoooviieiviennne
2.6. Bitkilerden Antioksidant Madde Ekstraksiyonu Tayini i¢in
Kullanilan Teknikler..............oooooiiiii
2.6.1. Soxhlet Ekstraksiyon...........cocoiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeee i,
2.6.2. Basinglt S1v1 Ekstraksiyon...........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee
2.6.3. Ultrasonik Banyo Ekstraksiyon...............cccooiiiiiiiiiiiiinnnn.
2.7. Bitkilerden Elde Edilen Ekstratlarin Antioksidant Aktivitelerinin
Belirlenmesinde Kullanilan Bazi Yontemler..................cooooiiiiai.
2.7.1. DPPH Radikal Giderme Yo6ntemi (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)......
2.7.2. Fe-11I Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemi (FRAP)...
2.7.3. Cu-II iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yntemi
(CUPRAQC) . e e
2.7.4. Toplam Fenolik Madde Tayin Yontemi (Folin-Ciocalteu).............
2.8. Calisma Materyalleri Hakkinda Bilgi...................oon.
3. MATERYAL Ve METOD......coiiiiiiii e
3.1. Caligmada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar........................
3.1.1. Deney Calismalarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler.................
3.1.2. Deney Calismalarinda Kullanilan Kimyasal Cihazlar..................
3.2. Numune Hazirlama. ...,
3.3. Ekstraksiyon Deneyleri.........coviiiiiiiiiiiiiii e
3.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu............ccooviiiiiiiiiiiiiiiii e,
3.3.2. Ultrasonik Banyo Ekstraksiyon..............c..cooooiiiiiiiiiiiiin .
3.4. Antioksidan Aktivite Tayini Metodu Se¢imi ve Antioksidan Aktivite
Tayini Deneyleri. ... ..o
3.4.1. Folin-Ciocalteu Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini..........
3.4.2. DPPH Radikal Giderme Y ontemiyle (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
Antioksidan Aktivite Tayini.........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiii e,
3.4.3. Cu-II Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemiyle
(CUPRAC) Antioksidan Aktivite Tayini.............c.coevvviiinnennnne.
4. BULGULAR ve TARTISMA ... .o
4.1.Yapilan Ekstraksiyonlarin Verim Yiizdeleri...............c.ooooiiiit.
4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular......

v

13

14
14
16
16

18
18
19

20
21
22
23
23
23
23
23
24
24
24

25
26

26

27
29
29
30



4.3. DPPH Radikal Giderme Yo6ntemiyle (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular.........
4.4. Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemiyle (CUPRAC)

Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular.........

5. SONUC......

6. KAYNAKLAR. ..o e

7. OZGECMIS

33

35
38
41
49



OZET

Bu calismada Malabaila dasyantha (C.Koch) Grossh bitkisinin kurutulmus ve
ogiitiilmiis yapraklarindan geleneksel Soxhlet ve yeni kullanilmaya baglanan bir teknik
olan ultrasonik banyo ekstraksiyon yontemleri kullanilmak suretiyle elde edilen
metanolik ve etanolik ektraktlarin, toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan

aktiviteleri (kapasiteleri) belirlenmistir.

Ekstraksiyon verimleri incelendiginde, Soxhlet ekstrakt verimlerinin ultrasonik banyo
ekstrakt verimlerinden anlamli derecede daha yiiksek oldugu bulundu. Ayrica metanol

de ekstrakt verimlerini etanole gore anlamli derecede yiikseltmistir (p<<0,05).

Toplam fenolik madde tayini testlerinde de Soxhlet ekstraktlar1 ultrasonik banyo
ekstraktlarindan, metanolik ekstraktlar da etanolik ekstraktlarindan daha yiiksek
degerler ortaya koydular (p<0,05).

Antioksidan aktivite (veya kapasite) tayini testlerinde, ¢oziiciiniin ayni oldugu durumda
ekstraksiyon teknikleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05), metanolik
ekstraktlar her iki ekstraksiyon tekniginde de etanolik ekstraktlardan daha yiiksek
antioksidan aktivite degerleri sergilediler (p<0,05).

Metanolik Soxhlet ekstraktlarinin toplam fenolik madde igeriklerinin metanolik
ultrasonik banyo ekstraktlariinkilerden yaklagik iki kat daha yiiksek olmasina ragmen,
her iki ekstrakt grubunun neredeyse aymi antioksidan aktivite degerleri sergilemesi
dikkat cekici bir sonu¢ olarak elde edildi (p>0,05). Bu durum Folin-Ciocalteu
reaktifinin fenolik maddeler ile diger oksitlenebilen maddeler arasindaki segiciliginin
zay1f olmasina baglandi. Bu nedenle de ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ile
antioksidan aktivite degerleri arasinda dogrusal bir iliski olmadigi veya zayif bir

dogrusallik oldugu ortaya kondu.

Ultrasonik banyo ekstraksiyon teknigi, ¢6ziicii olarak metanol ve 50 dk’lik ekstraksiyon
stiresi, Malabaila dasyantha yapraklarindan antioksidan etkili ekstrakt elde etmek icin

uygun ekstraksiyon kosullari olarak degerlendirildi.

Anahtar Kkelimeler: Malabaila dasyantha, Kelemen Kegir, Soxhlet ekstraksiyonu,
Ultrasonik banyo ekstraksiyonu, DPPH, CUPRAC, Toplam Fenolik madde,

Antioksidan aktivite tayini.
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ABSTRACT

In this study, methanolic and ethanolic extracts from dried and grounded leaves of
Malabaila dasyantha (C.Koch) Grossh using conventional Soxhlet extraction and
ultrasound assisted extraction which is a newly emerging technique were subjected to

analysis in terms of their antioxidant activities and total phenolic matter contents.

It was found out that, Soxhlet extraction technique showed better extraction yield values
for both extraction solvent. Methanol was also found to be more effective solvent in

comparison with ethanol (p<0,05).

In total phenolic content assay experiments, Soxhlet technique exhibited higher values

than ultrasound assisted extraction while methanol affected the results positively unlike

ethanol (p<0,05).

With regard to the results of antioxidant activity (or capacity) assays, in the case of
same solvent, there was no significant difference between the extraction techniques
(p>0,05). But methanolic extracts exhibited higher antioxidant activity values in both

assays used than those of ethanolic extracts (p<0,05).

It was found to be a remarkable result that, although total phenolic matter content of
methanolic Soxhlet extracts were about two fold higher than those of ethanolic extracts,
both exhibited almost the same antioxidant activity values (p>0,05). This situation
attributed to the poor selectivity of Folin-Ciocalteu’s reagent between phenolic
substances and other oxidizable ones. Thus, no or poor linear relationship was found

between total phenolic contents and antioxidant activity values of the extracts.

It was cocluded that ultrasound assisted extraction, methanol as ekstraction solvent, and
50 dk extraction time interval were suitable extraction conditions for obtaining extracts

with higher antioxidant activity from Malabaila dasyantha leaf.

Key Words: Malabaila dasyantha, Kelemen Kegir, Soxhlet extraction, Ultrasound
assisted extraction, DPPH, CUPRAC, Total phenolic matter, Antioxidant activity
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1.GIRIS

Insanlar, ¢ok eski zamanlardan giiniimiize kadar ¢evresindeki bitkilerden; gida, yakacak,

ilag, silah yapimi1 vb gibi degisik sekillerde faydalanmislardir.

Milattan once 3000°li yillarda kullanilmaya baslanilan sifali bitkiler 1900’lii yillarda
modern tibbin da gelismesiyle birlikte popiilaritesini kaybetmeye baglamistir. Yerini
kimyasal ilaglara birakmis ve alternatif bir tip dali olarak kalmistir. Zaman ilerledikge
kimyasal ilaglarin 6nemli yan etkilerinin ortaya ¢ikmast ve modern tip ilaglarinin
rahatsizliklarin birgogunda tam bir basar1 saglayamamasi, dogal bitkisel ilaglara olan
ilgiyi tekrar canlandirmistir. Bu amagla, dogal materyallerden saglik iizerine olumlu
etkileri olan ekstraktlarin veya drog’larin elde edilmesi, optimizasyonlar1 ve ticari
kullanim durumlarmin arastirilmasi, son birkag on yilin en popiiler arastirma

konularindan biri haline gelmistir.

Artan niifusun saglik gereksinimlerini karsilamak, baslarda, ilaclarin sentetik olarak
tiretilmesini glindeme getirmis ve bu nedenle biiyiik bir sanayi kolu ortaya ¢ikmuistir.
Ancak bazi1 dogal ilaclarin laboratuardaki sentezi pahali ve karmagsik bir islem oldugu
icin bu bilesiklerin, bitkilerden elde edilen bir ilag ham maddesi olan “drog”lardan elde
edilmesi 6nemini kaybetmemistir. Ayrica, sentetik ilaclarda hedeflenen tek bir etkiye
karsilik, bitkisel droglarda birkac¢ olumlu etki birden elde edilebilmekte ve bu durum da
tedaviye katki saglayabilmektedir. Bu nedenle yeni dogal ilag ham maddeleri bulmak

i¢in bitkiler iizerinde yapilan arastirmalar giin gectikce daha da artmaktadir .

Tiirkiye, li¢ biiylik fitocografik (bitki cografyasi) kesisim yerinde bulundugundan
floristik (gicek) acidan oldukga zengindir. iklim, yer sekilleri ve toprak ozellikleri
bakimindan birgok bitkinin ana vatanidir. Tiirkiye’de 10 000 kadar bitki tiirii yetismekte
olup, bunlarmn 1/3’i aromatik bitkilerden olugsmakta ve 650 kadar1 da halk hekimliginde

tedavi amagl olarak kullanilmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektronu bulunan,
stabil (kararli) olmayan ve oldukga reaktif atom veya molekiillerdir [1]. Stabil olmayan
atom veya molekiillerin neden oldugu enerjik organik veya inorganik kimyasallar,
bircok biyolojik materyallerdeki (DNA, niikleotidler. lipid, protein,...) molekiillerle
reaksiyona girerek serbestlesirler. Serbest radikaller, dig yoriingelerindeki elektron
acigmi reaksiyona girdikleri komsu molekiillerden alarak giderirler. Bu molekiiller
elektronunu kaybettigi icin kararsiz bir hale gecer ve boylece yeni serbest radikaller
olusur. Etkilesim bdyle devam ederek siirekli serbest radikale doniisiime neden olan

reaksiyon baslar. Bu reaksiyona “otokatalitik reaksiyon” denir[2, 3].

Eslesmemis elektron ciftleri, serbest radikallere biiyiikk bir reaktiflik kazandirarak
biyolojik materyallerin bircoguna zarar vermektedir. Diabet, kalp hastaliklar1 ve kanser
gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde (organizmadaki degisiklikler) rol oynamaktadir [4,
5]. Ozellikle son yillarda kanser gibi bir ¢ok ciddi hastaligin erken teshisindeki

arastirmalarda serbest radikaller ve oksidatif stresin iizerine yogunlasmistir[6, 7].

2.2. Oksijen ve Ozellikleri

Oksidasyon canli organizmalar i¢in ¢ok onemli bir prosestir. Oksijen ise hem yasamin
devamliligin1 saglayan hem de yasami sonlandiran molekiil olarak bilinmektedir.
Oksijen anaerobik (oksijensiz solunum yapan canlilar) canlilar i¢in 6ldiiriicii ya da
gelisimlerini durdurucu etkiye sahiptir. Ornegin; Bacteroides fragilis gibi baz1
anaerobik canlilar diisiik konsantrasyona sahip oksijenli ortamlarda yasayabilirken,
Clostridia gibi tiirler ancak oksijenin hi¢ olmadigi ortamlarda yasayabilirler. Oksijenin
anaerobikler iizerine zararl etkisi, anaerobiklerin 6nemli hiicre bilesenlerinin oksijen ile

oksidasyonundan kaynaklanmaktadir[8].

Radikaller eslesmemis elektronlari eslestirmek istedikleri i¢in karasiz yapidadirlar ve bu

kararsizliklar1 onlarin kimyasal olarak aktif olmalarini saglar. O, molekiilii radikal



olusturmasindan dolay1 biyolojik sistemler i¢in tehlike olusturmaktadir. Ancak O’ nin
radikal yapisinda olmasma ragmen, beklenildigi gibi reaktif olmadigi goriilmiistiir.

S
2p

Ciinkii Oy'nin 75, orbitalindeki ayni spin kuantum sayisina sahip elektronlarini es
zamanl olarak eslestirebilmesi zordur. Bunun i¢in oksijenin karsisindaki elektron verici
alic1 da ayni spin kuantum sayisina sahip iki eslesmemis elektron icermelidir. Fakat
atom ya da molekiillerin bir¢ogundaki elektron ¢iftleri bu sarta uymamaktadir. Ciinkii
Pauli Prensibi’ne gore “bir elektron ¢ifti bir orbitale zit spinli olarak yerlesebilir”. Yani
oksijen atom veya molekiillerden her defasinda sadece bir elektron alabilir. ki
elektronunu birden eslestiremez. Bu duruma “spin sinirlama * denir. Spin sinirlamasi,
oksijenle reaksiyona girebilecek bircok biyomolekiiliin reaksiyon hizinda azalmaya
sebep olur. Bu sebepten dolay: spin sinirlamasi, hayatin devamlilig1 agisindan kritik bir
oneme sahiptir[9]. Eger oksijen molekiiliine enerji ya da elektron verilirse bu spin
stirlamast ortadan kalkar ve reaktif tiirler olusur. Ornegin; spin smirlamasmin temel

haldeki oksijene gore yiiksek enerjiye sahip olan singlet oksijende olmamast onun nigin

daha reaktif oldugunu agiklamaktadir[10].

Sekil 2.1. Molekiiler oksijenin elektron yapisi

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Elektronlar atomlardaki orbital adi verilen uzaysal alanda ciftler halinde bulunurlar.
Atomlar arasindaki etkilesimlerden baglar meydana gelmektedir. Bu etkilesim
sonucunda da molekiiler yap1 olugmaktadir. Serbest radikal, molekiiler veya atomik
yapilarda ciftlesmemis tek elektronu olan tiirlere verilen isimdir. Molekiiller ile kolayca
elektron aligverisine giren bu molekiillere ‘oksidan molekiiller’ veya ‘reaktif oksijen
molekiilleri’ denilmektedir[11].

Reaktif oksijen molekiilleri, siiperoksit radikali (O,”), hidrojen peroksit (H,O;) ve
hidroksil radikali (OH") dir (Denklem 1).
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Reaktif oksijen molekiilleri, ¢esitli serbest radikallerin meydana geldigi serbest radiakal
zincir reaksiyonlarin1 baglatabilirler ve hiicrede organik radikaller (R’), peroksit
radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO"), kiikiirtlii radikaller (RS’), siilfonil
radikalleri (RSO") gibi ¢esitli radikaller olusturmasina neden olurlar[12, 13].

2.3.1. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H,0O,), siiperoksit molekiiliiniin etrafindaki molekiillerden bir
elektron almasi veya molekiil halindeki oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron
almasi sonucunda olusan peroksitin iki protonla (H') birlesmesi ile olusmaktadir

(Denklem 2, 3).

0, +e +2H" — H,0, )
0, +2¢ +2H — H0, 3)
Hidrojen peroksit (H,0,), ciftlesmemis elektrona sahip olmadigi i¢in serbest radikal
degildir. Bu yiizden de reaktif oksijen tiirleri grubuna girmektedir. Hidrojen peroksit
(H,0,), Fe*" gibi gecis metallerin varliginda Fenton reaksiyonu ve siiperoksitin (O,")
varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda, zarar verici ve en reaktif serbest oksijen

radikali olan hidroksil (OH’) radikalini olusturur (Denklem 4, 5) [14].

Fe’" + HO, — » Fe’'+OH* + OH™ (Fenton Reaksiyonu) 4)

H+
0,~ + H,0, #» 0O, + H,O +OH®  (Haber-Weiss Reaksiyonu) (5)



2.3.2. Hidroksil Radikal

Hidroksil radikali (OH'), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda
hidrojen peroksitten veya suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi
sonucu olusmaktadir. Hidroksil radikali (OH') yiiksek reaktiviteye sahip bir oksidan
radikaldir. Yarilanma omrii ¢ok kisadir (Denklem 6,7) [12, 13].

R—SH + OH® —> RS’ + H,0 (6)
—CH, +OH* —> —CH* + H,0 (7)

2.3.3. Siiperoksit Radikali

Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa stiperoksit radikali olarak
adlandirilir. Siiperoksit radikali (O,") tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olugmaktadir (Denklem 8,9) [15].

Fe,” +0, — Fes” +0;7 (8)

Cu” +02 - Cuy" +0;” )
Siiperoksit radikali (O,") anyonunun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynag: olmasi ve

gecis metallerinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali (O,") diisiik pH da daha
cok reaktiftir (Denklem 10) [16].

+HJr

O, OO HOO HOy (10)
(@) (1:6:6-)



2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlarin Tanimi ve Kisa Tarih¢esi

Bir antioksidan, diger molekiillerin oksidasyonunu inhibe eden (engelleyen) bir
molekiildiir. Oksidasyon; bir madde, bir oksitleme maddesi veya hidrojen-elektron
transfer eden bir kimyasal reaksiyondur. Oksidasyon reaksiyonlart serbest radikaller
tarafindan iiretilir. Bu yiizden serbest radikaller, zincir reaksiyonlari olusturarak,
hiicrenin hasarina hatta 6liimiine neden olmaktadir. Bu durumda antioksidanlar devreye
girerek, serbest radikalleri ortadan kaldirarak zincir reaksiyonlarini sonlandirir.
Antioksidanlar bunu yapmak icin kendilerini okside ederler ve bunu indirgeyici ajanlar

olan; tiyoller, askorbik asit ya da polifenoller gibi molekiillerle yaparlar[17].

Karasal bitkiler, deniz ortamina uyum saglamak i¢in C vitamini, polifenoller ve
tokofenoller gibi denizde olmayan antioksidanlari iiretirler. 50 ile 200 milyon yil
arasinda Ozellikle Jura doneminde angiospem bitkilerinin gelismesini saglayan,
fotosentezin yan {irlinli olan reaktif oksijen tiirlerine kars1 kimyasal bir savunma olarak
bircok antioksidan pigmentleri gelismistir. Baglangigta “antioksidan” terimi ozellikle
oksijen tiiketimini engelleyen bir kimyasal olarak anlagilmistir. 19'uncu ve 20'nci
yiizyillarda, metallerin korozyonunda, kauguk vulkanizasyonunun &nlenmesi gibi
endiistriyel proseslerde ve i¢ten yanmali motorlarin kirlenmesinde yakitlarin
polimerizasyonunun 6nlenmesi gibi ¢alismalarda antioksidan kullanilmistir[18]. Erken
eksimeye neden olan doymamis yaglarin oksidasyonunun Onlenmesindeki

arastirmalarda biyolojik antioksidanlarin 6nemi {izerinde durulmustur[19].

2.5. Antioksidanlarm Simiflandirilmasi

2.5.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar bitkilerin biitiin kisimlarinda, dogal olarak meydana gelmektedir.
Bunlar; vitaminler, fenoller, glutatyonlar, flavonoidler, karotenoidlerdir. Bu

antioksidanlar bitkisel kaynaklidir ve serbest radikal gidericisi, peroksit pargalayicisi,



enzim inhibitorleri ve singlet ve triplet oksijen gidericisi olarak gérev yapmaktadir[20].
Dogal antioksidan bilesikleri; sebzelerde, tohumlarda, yapraklarda, ciceklerde, koklerde,
kabuklu ve kabuksuz meyvelerde bolca bulunmaktadir. Bu ylizden sebze ve meyve
tilketiminin bol miktarda olmasi, hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadir[21].
Askorbik asit (C vitamini), karotenoidler, tokoferoller ve skualen en onemli dogal
antioksidanlardandir. Askorbik asit kofaktor (bazi enzimlerin aktif olabilmeleri igin
gerekli olan enzime gevsek ya da sikica bagli olan metal iyon gruplari) olarak goérev
yapmaktadir  ve  bitkilerle bazi  memelilerin  karacigerinde  glikozdan
sentezlenmektedir[22]. Domates, 1spanak, brokoli, turunggillerde, patates gibi meyve ve
sebzelerde bulunmaktadir. Askorbik asit ¢ok g¢abuk okside oldugundan meyve ve
sebzeleri pisirirken ve hazirlarken ise yaramaz hale gelmektedir. Bu nedenden dolay1 C
vitamini i¢eren meyve ve sebzelerin; hafif pisirilmesi, gerekebiliyorsa ¢ig yenmesi ve
kesildikten sonra hemen tiiketilmesi Onerilmektedir[23]. Dogal antioksidan olan a-
tokoferol ve askorbik asit; BHT, TBHQ, BHA ve PG gibi sentetik antioksidanlardan
daha diisiik aktiviteye sahip olduklarindan dolayr besinlerin {iretimlerinde ve

depolanmasinda kullanilmaktadir[24, 25].

2.5.1.1. C Vitamini

C vitamini askorbik asit olarak da bilinir. Suda ¢6ziinebilen bir vitamindir. Askorbik
asit peroksil radikallerle tepkime vermektedir. Aktif bir radikal olan triklorometil
peroksil ile 100 kat daha hizli tepkime verir. Askorbik asit bir monosakkarit olan glikoz
tirevidir ve 6 karbonlu monosakkaritlere benzemektedir. Renksiz, beyaz, dikdortgen
sekilde kristallerden olusur. Cok hafif kokusu vardir. Tadi eksidir ve reaksiyonu
asidiktir. Optikge aktiftir ve polarize 15181 saga ¢evirir. Asetonda ¢ok az ¢6ziiniir; eter,
petrol eteri, benzen, kloroform ve yaglarda ¢oziinmemektedir. Ticaretteki vitamin C ise
askorbik asidin kalsiyum veya sodyum tuzlarindan olusmaktadir. Askorbik asit biitiin
canli dokularda vardir. Bitkilerden dogal olarak elde edilebilecegi gibi kimyasal olarak
da iiretilebilmektedir[26].
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Sekil 2.2. C Vitamini (Askorbik asit)’in yapisi.

2.5.1.2. E Vitamini

E vitamini; yagda ¢Ozlinen vitaminler arasindadir. Hiicre zarinda bolca bulunur. E
vitamini aktivitesi gosteren 8 bilesik vardir. Bunlardan 4'i tokoferol, 4'ii tokotrienoldiir.
Klinik ve biyokimyasal olarak saglikli bir fertte genellikle E vitamini eksikligi
goriilmemektedir. Eksikligi genellikle yag absorblama problemi olan uzun siireli

rahatsizliklarda ortaya ¢ikmaktadir[27].

R,
HO
CHj CHj CHj;
CH;
R, 0) CH;
R3
R;=R,=R;=Metil, a-Tokoferol [2,5,7,8-tetrametil-2-(4,8,12-trimetiltridesil )kroman-6-ol]
R=R;=Metil, R,=H, B-Tokoferol [2,5,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]
R,=H, R,=R;=Metil, y-Tokoferol [2,7,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]
R,=R,=H, R;=Metil, 5-Tokoferol [2,8-dimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]

Sekil 2.3. E Vitamininin Kimyasal Yapis1

2.5.2. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik olarak kullanilan antioksidanlar BHT, BHA, TBHQ, PG ve Troloks ile diger
sentetiklerdir[28]. Bu sentetik antioksidanlar yaygin olarak kullanilmaktadir ve bazi yan

etkileri oldugu bilinmektedir[29, 30]. Ayrica diger bazi calismalarda da bu sentetik



antioksidanlarin saglik agisindan tehlikeli olduklar1 bildirilmistir[29, 31, 32]. Ornegin
BHT’nin karacigerde sitokrom P-450 sistemine hasar verdigi ¢aligmalarla
ispatlanmistir. Farelere yiiksek dozda BHT verildiginde de karacigerlerinde hasar
gorilmistiir. Ayrica BHT gibi sentetik antioksidanlarin fazla alindiginda viicuttan

atilamadigi icin adipoz dokuda (yag dokusu) depolanmakta oldugu bilinmektedir[33].
2.5.2.1. Propil Gallat (PG)

Propil esteri yada galik asit ve propanol arasinda olusan 3,4,5-trihidroksi benzoattir.
1948 yilindan beri, propil gallat antioksidan1 oksidasyonu Onlemek i¢in sivi ve kati
yaglar iceren gidalara ilave edilmistir. Gidalardaki gdsterimi E310'dur. Propil gallat;
hidrojen peroksit ve serbest oksijen radikallerini oksidasyona kars1 korur. Propil gallat;
kozmetik, sa¢ lriinleri, yapistiricilar ve yaglarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Baz1 ¢aligmalarda Propil Gallat'in Ostrojen antagonisti hastaligima neden oldugu

belirtilmistir [34-36].

o
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C—0—CH,—CHp—CHg3

O
Sekil 2.4. Propil Gallat’in Kimyasal Yapis1

2.5.2.2. Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)

TBHQ etkili bir antioksidandir. TBHQ gidalarda koruyucu madde olarak doymamis
bitkisel yaglarda ve yenilebilir hayvansal yaglarda kullanilir. Gidalarda demir varken
renk bozulmasimi dnlemek, lezzetin degismemesi icin veya malzemelerin kokmamasi
icin gidalara TBHQ ilave edilmektedir. TBHQ'mun gida katki madde numarasi
E319'dur. Dondurulmus balik ve balik iiriinlerinde en fazla Ig/kg'a kadar TBHQ



kullanilmasina izin verilmektedir. En 6nemli avantaji depolama dmriinii uzatmasidir.
Ayrica korozyon Onleyici olarak biyodizel iinitelerinde kullanilmaktadir. Parflimlerde
buharlasma oranini diisiirmek ve kararliligini arttirmak i¢in sabitleyici olarak da
kullanilmaktadir[37]. TBHQ'un yiiksek dozdaki kullanimlarinda (1 ile 4 gr.) bulanti,
kulak c¢mlamasi, DNA hasari, mide tiimorlerinde kanserojeniteye neden

olabilmektedir[38].

H
© CH3
|
C— CHg
|
CH3
@)
H

Sekil 2.5. TBHQ nun Kimyasal Yapist

2.5.2.3. Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT)

BHT lipofilik (yagda ¢oziinen), antioksidan ozellik iceren fenol tiirevli bir organik
bilesiktir. Avrupa ve ABD'de kullanim yiizdesi olduke¢a diisiik olmak sartiyla gidalarda
kullanimina izin verilmistir. Insanlarin diyetlerindeki sivi yaglarin kullaniminda ve
endiistriyel kimyada serbest radikallerin kontrol altina alimmasinda yaygin olarak
kullanilir. BHT; kaucuk, ilag, kozmetik, elektrik trafo yagi, petrol sektoriinde, yakitlara

katki maddesi olarak, jet yakitlarinda peroksit olusumunu 6nlemek i¢in kullanilir[39].

H
THg O CH3
|
H3C—c C—CH,
| |
CH 4 CH 4
CHg

Sekil 2.6. BHT nin Kimyasal Yapis1
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2.5.2.4. Butillenmis Hidroksi Anisol (BHA)

BHA  2-ters-butil-4-hidroksianisol ~ ve  3-tert-biitil-4-hidroksianisol ~ organik
bilesiklerinden olusan izomerik bir antioksidandir. Gida katki maddesi olarak E320
olarak bilinir. BHA gida koruyucu, gida paketleme, hayvan yemi, kauguk, kozmetik ve
petrol iirlinleri gibi alanlarda kullanilmistir. BHA 1947 yilindan itibaren kokmus olan
veya koku gelisiminin engellenmesi i¢in yenilebilir yaglar ve yag iceren gidalara
antioksidan 6zellik olarak eklenmistir. Serbest radikal olarak hareket ederek, serbest

radikal reaksiyonlarini engeller[40].

H

o) <|3H3
C — CH3
|
CH3

O

CHg

Sekil 2.7. BHA nin Kimyasal Yapisi

2.5.2.5. p-ters-Butil Fenol

Kimya endiistrisinde bu madde bir ara iriin olarak elde edilmekte, antioksidan,
kozmetik, gida katkilarinin sentezinde; yapistirici, ¢esitli polimerler ve kaucuk
tiretiminde kullanilmaktadir. Bazi kimyasal ozellikleri: erime noktasi 100°C, kaynama

noktas1 237,5°C, pKa= 10,16 seklindedir[41].
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Sekil 2.8. p-ters-Butil Fenol’iin Kimyasal Yapisi
2.5.2.6. 6-ters-Butil-m-Krezol

Lastik, lateks ve yapistiricilarda kullanilan diger bazi antioksidanlarin eldesinde ve gida
maddelerinde tat verici olarak Avrupa Birliginde kullanilmaktadir[42].
6-tert-Butil-m-Krezol’lin bazi kimyasal 6zellikleri;

- Erime noktas1 21,3 °C

- Kaynama noktas1 244°C
-pKa=11,21
g
H5C Cli— CH;
CHj3

Sekil 2.9. 6-ters-Butil-m-Krezol’lin Kimyasal Yapis1

2.5.2.7. 2,6-di-ters-Butilfenol (Irganox)

Ticari ismi Irganox L140 olan organik bir bilesiktir. Renksiz, alkillenmis fenol ve
tiirevleri olan bir katidir. Endiistriyel alanda UV stabilizatorii olarak kullanilir.
Petrokimyasal {iriinlere ve plastiklere de katilan bir antioksidandir. Havacilik

yakitlarinda kullanilir[43].
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Sekil 2.10. Irganox L140’1n kimyasal yapis1

2.5.2.8. Etoksikuin

Gida koruyucu numarast E324 olarak bilinen antioksidandir. Genellikle evcil hayvan
gidalarinda yaglarin acilagsmasini 6nlemek i¢in kullanilan koruyucu maddedir. Ayrica
armut gibi baz1 meyvelerin kararmasini 6nlemede ve kirmizi biber gibi bazi baharatlarin

renginin korunmasinda da kullanilir[44].

CH3
H3C\/O X
CH3
N
H CH3

Sekil 2.11. Etoksikuin’in Kimyasal Yapisi

2.5.3. Sentetik Antioksidanlara Duyulan ihtiya¢

Dondurulmus gidalarin dogal rengini ve kokusunu kaybetmemesi, c¢esitli gida
maddelerinin acilagsmasi ve eksimesinin 6nlenmesi, meyvelerde renk degisiminin
yavaglatilmas1 ve beyaz renkli gidalarin kararmamasi i¢in C vitamini kullanilmaktadir.
Gidalarda renk bozulmasimi Onlemek, lezzetin defismemesi i¢in veya malzemelerin
kokmamasi i¢in gidalara TBHQ ilave edilmektedir. Ayrica korozyon onleyici, biyodizel
katkis1 olarak da kullanilmaktadir. Parfiimlerde buharlasma oranimi diisiirmek ve

kararliligini arttirmak i¢in sabitleyici olarak da kullanilmaktadir[37]. BHT; kauguk, ilag,
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kozmetik, elektrik trafo yagi, petrol sektoriinde, yakitlara katki maddesi olarak, jet
yakitlarinda peroksit olusumunu 6nlemek i¢in kullanilir[39, 43]. BHA gida koruyucu,
gida paketleme, hayvan yemi, kaucuk, kozmetik ve petrol iiriinleri gibi alanlarda

kullanilmaktadir[40].

2.6. Bitkilerden Antioksidan Madde Ekstraksiyonu I¢in Kullanilan
Teknikler

Nitel ve nicel kimyasal analizler icin Ornek hazirlama islemine ihtiya¢ vardir.
Ekstraksiyon islemlerinin otomasyona uygun olmasi, organik solvent tiiketimini
azaltmasi, ekstraksiyon zamaninin kisaltmasi, 6rnek hazirlama maliyetini azaltmasi
kritik 6neme sahiptir. Bundan dolay1 yeni ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesine
yonelik caligsmalara artan bir talep olmustur[45, 46]. Teknolojinin de gelisimine paralel
olarak, ekstraksiyon prensiplerindeki ilerleyis 6rnek hazirlamada yeni yontemlere yol
acmistir. Bu yiizden de 6rnek hazirlarken, klasik ekstraksiyon teknikleri yerini, mikro-
dalga destekli ekstraksiyon, basingli sivi ekstraksiyonu, siiperkritik sivi ekstraksiyonu

gibi tekniklere birakmaya baglamistir[47].

2.6.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyon teknigi, 1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan gelistirilmistir.
En eski ekstraksiyon tekniklerinden biri olan Soxhlet ekstraksiyonu kat1 veya kati-sivi
numuneler i¢in kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraktorii; bir ¢oziicii sisesi, orta ¢gemberde
bir sivi akis borusu (sifon), sogutulmus bir kondansér (yogunlastirici) ve 1sitma
sisteminden olusmaktadir. Ornek numune, orta cemberdeki ekstraksiyon bdlmesinin
icine yerlestirilir. Coziicii ise, orta ¢cemberin altindaki ¢oziicii sisesine konulur. Coziicii
kaynama noktasinin iizerinde isitilir ve kaynamadan gelen buharlarlar yogunlasarak
numuneye dogru damlar. Coziicii numuneyi 1slatir ve ¢oziicli seviyesi sifonun tepesine
ulastig1 an, ¢6ziicli tim numune bolmesini bosaltarak, alt kisimdaki ¢oziicii sisesine geri
damlar. Bu olay birgok kere tekrar eder. Ekstrakte olan analitler (analizi yapilacak olan
madde), c¢oOziicii sisesi igerisinde kalir. Her dolasimda taze c¢oziici kullanilir.

Ekstraksiyon siiresi ise, 6-24 saat arasinda degismektedir ve 100-500 mL hacimli
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coziicliler gereklidir. Ekstraksiyon c¢oziiclisii olarak genellikle saf organik sivilar

kullanilir[48].

Coziicii ekstraksiyonu bazi avantajlara sahiptir. Ornek taze ¢oziicii ile temas halindedir.
Sistemin sicakligi, distilasyon balonuna uygulanan isinin etkisiyle oda sicakligindan
daha yiiksektir ve bu sicaklik degismeden kalir. Soxhlet ekstraksiyonu az ugras
gerektiren ¢ok basit bir tekniktir. Kullanilan diger alternatiflerin ¢cogundan daha fazla
miktarda ornek kiitlesi ekstrakte edilebilir[49, 50].

Soxhlet ekstraksiyonunun dezavantajlari ise, uzun zaman gerektirmesi, biiyliik miktarda
organik coziicii kullanilmasidir. Soxhlet ekstraksiyonu teknigi, ¢oziicii seciciligi ile

sinirhidir ve otomasyonu zordur[50, 51].

=

Resim 2.1. Deneysel calismada kullanilan Soxhlet ekstraksiyonu sistemi
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2.6.2. Basinch Si1vi Ekstraksiyonu

Basingli sivi ekstraksiyonu yeni bir tekniktir ve hizlandirilmig ¢oziicti ekstraksiyonu
veya sicak ¢oziicii ekstraksiyonu da denilmektedir. Bu yontem i¢in 6rnek numune,
yiiksek basingli bir ortam da tutulur. Yikseltilmis basing, ¢Oziiciiniin daha yiliksek
sicakliklarda sivi halde bulunmasii saglamaktadir. Yiiksek sicakliklarin kullanilmasi,
van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve dipol c¢ekim gibi analit-6rnek
etkilesimlerinin bozulmasina yardimci olarak ekstraksiyonun verimini arttirir[52].
Yiikseltilmis sicaklik ¢dziiciiniin ve ¢oziinenin yiizey gerilimini diisliriir ve Ornegin
1slanma derecesini artirir. Yiizey gerilimdeki azalma, analitlerin ¢oziiciide daha hizl
¢oziinmesine yardimci olur[53]. Sicakligin artmasi sivi ¢oziiclinlin viskozitesini azaltir,
denge zamaninin azalmasma neden olarak diflizyon hizlarimi artirir ve difilizyon
kontrollii 6rneklerde daha hizli ekstraksiyonlara neden olur[54]. Sicakligin artmasiyla
ekstraksiyon kinetigi de daha hizli gerceklesir. Genellikle ekstraksiyon, ¢oziiclinlin
atmosforik kaynama noktasinda daha yiiksek bir sicaklikta gerceklestirilir. Analitlerin
yayllma giici ve c¢Oziniirligi sicakligin artmasiyla artmaktadir. Bu durum da

ekstraksiyonu daha hizli ve daha etkin yapmaktadir[52, 55].

Basinglt sivi ekstraksiyonunun avantaji, uygulanan basincin sicakligi kaynama
noktasinin lizerinde bile olsa ¢oziici sivi durumdadir. Bu ylizden Soxhlet

ekstraksiyonundan daha hizli bir siirede gerceklesir[56].

2.6.3. Ultrasonik Banyo Ekstraksiyonu

Bu ekstraksiyon yontemi ses dalgalari destekli sivi ekstraksiyonu olarak da
bilinmektedir. Yontemde 6rnek numuneye 20 kHz iistiindeki frekanslarla titresimler
uygulanir. Bu titresimler sivi 6rneginde kabarciklar olusmasina ve katilarin mekanik
olarak sarsilmasina neden olur. Boylece partikiillerin kopmas1 saglanir. Kabarciklarin
sonmesi asimetrik olarak gerceklesmektedir[57-60]. Sistemin yapisina bagli olarak
bazen kabarciklar cokmez ve ultrasonla ayni frekansta titresir[61]. Bu titresim sayesinde
siv1 kolay karisir ve kiitle transferi kolaylasir. Materyalde sikisma ve genlesme olaylari

hizli bicimde gergeklesir. Katilardaki bu basing degisimi sikilip birakilan siingere
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benzemektedir. Yani, katinin i¢indeki sivinin disar1 ¢ikmasi ve dis ortamdaki sivinin

katinin igine girmesine neden olmaktadir[62].

Ultrasonik ekstraksiyon hem kat1 hem de sivi numune hazirlamada kullanilmaktadir.
Kati numunelerde; ekstraksiyon, oziitleme ve bulamag¢ olusumu gerceklesir. Sivi
numunelerde ise sivi-sivi  ekstraksiyonu, emiilsiyonu veya homojenizasyonunun

miimkiin hale gelmesini saglar[63].

En cok kullanilan ve en ucuz ultrasonik radyasyon kaynagi ultrasonik banyodur[64].
Ekstraksiyon verimini artiran veya etkileyen parametreler; ¢oziici tiirti, sicaklik, 6drnek
partikiil boyutu, o6rnek miktart ve kullanilan cihazdir. Bu ekstraksiyonun diger

uygulamasi ise dinamik ses dalgalar1 destekli ekstraksiyondur[64, 65].

Resim 2.2. Deneysel ¢alismada kullanilan ultrasonik banyo ekstraksiyon sistemi
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2.7. Bitkilerden Elde Edilen Ekstratlarin Antioksidant Aktivitelerinin

Belirlenmesinde Kullanilan Bazi Yontemler
2.7.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Y ontemi

Fenolik antioksidanlarin aktivitelerinin tayini i¢in kullanilan ilk sentetik oksidanlardan
biridir. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali ticari olarak elde edilebilen stabil bir
radikaldir. DPPH radikali organik nitrojen radikalidir[66]. Etanoldeki ¢ozeltisi mor
renklidir. Maksimum absorbansida 515 nm’de verir. DPPH radikali indirgenince rengi
soldugundan dolay1r reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometre ile izlenebilmektedir.
DPPH’in renginin solmasi antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. DPPH’in
konsantrasyonunu % 50 oraninda azaltmak i¢in gereken antioksidan miktarma “anti-

radikal etkinlik” denilmekte ve ICso (mg/mL) ile gosterilmektedir[67].

Molekiilde serbest bir elektronun yer degistirmesiyle mor-menekse rengi olugmaktadir.
DPPH’mn indirgenmis formu sdyle olusur: Hidrojen atomu verebilen antioksidan ile
DPPH’1in karigtirilmasi sonucu koyu menekse renk kaybolur. Proton transferi 517
nm’deki absorbansin azalmasina neden olur. Spektrofotometre ile absorbans sabitlenene
kadar bu olay takip edilir[68, 69]. Protonu alan DPPH-H indirgenmis haldedir. A" ise
olusturulan ilk serbest radikaldir. DPPH radikal temizleme yontemi basit ve hizli bir
yontemdir. Antioksidanlar bazen peroksil radikalleri ile hizli reaksiyona girerken DPPH

ile yavas reaksiyona girebilir, hatta hi¢ reaksiyon vermeyebilir[70, 71, 66].

NO,

Sekil 2. 12. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin kimyasal yapisi.
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Sekil 2. 13. Antioksidan-DPPH radikali tepkime mekanizmasi

2.7.2. Fe-1II Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemi (FRAP)

Diisik pH’da Fe’’iin Fe*”’ye indirgenmesi sonucu renkli ferrdz-tripiridiltriazin
kompleksi olusur. Olusan demir tuzu oksidan olarak kullanilmaktadir[72]. Fe*"iin
redoks potansiyeli yaklasik 0,70 V’dir ve asidik ortamda gergeklestirilir[68, 66]. Asidik
ortamdaki antioksidanlar ferrik- tripiridiltriazin kompleksini Fe*"’ye indirger ve renkli
bir ¢ozelti olusturur. Olusan bu ¢ozelti de 595 nm’de okunan absorbansda artis
olusturur. Elde edilen sonuglar Troloks esiti olarak da ifade edilir[73]. FRAP yontemi
sadece demir iyonunu temel aldigindan, mekanik ve fizyolojik antioksidan aktivitesi
icin uygun goriilmemistir. FRAP yonteminin avantajlart basit, hizli ve ucuz olmasi, 6zel

aletler gerektirmemesidir[70, 71]. Dezavantaj1 ise okside olabilen substrat icermedigi

icin antioksidanlarin koruyucu o6zellikleriyle ilgili bilgi igermemesidir[72, 66].
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Sekil 2. 14. FRAP reaktifi ile antioksidan bilesik arasindaki etkilesimin gosterimi.

2.7.3. Cu-II iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemi (CUPRAC)

CUPRAC yonteminin temelinde Cu(Il)’nin numunedeki antioksidanlar tarafindan
Cu(I)’ e indirgenmesi yatmaktadir. Kromojenik ayira¢ olarak bathocuproin diger ismi
2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantolin kullanilmaktadir. Bu ayirag Cu(l) ile 2:1
oraninda kompleks olusturmaktadir ve 490 nm de maksimum absorbansa sahiptir[66,
68]. CUPRAC yonteminde de Troloks ya da Troloks’ a benzer madde ile karsilastirma
yapilmaktadir. Bu yontemde Cu-II ¢6zeltisi, kromojenik ayiracin alkoldeki ¢ozeltisi ve
pH=7"de amonyum asetatin tampon ¢dzeltisinin sulu hali ile karigtirilmaktadir[74].
CUPRAC yonteminin avantaji, 10 dk’lik bir siire gerektiren ¢ok hizli bir yontem
olmasidir. Urik asit, askorbik asit, gallik asit ve kuersetin gibi molekiiller icin CUPRAC
yontemi birka¢ dakikada sonuclanirken, daha kompleks molekiiller i¢in 30-60 dk
gerekmektedir[70]. Bu yontem i¢in kullanilan aywraglar ucuzdur ve ydntemin
uygulanmasi i¢in uzmanlik gerekmemektedir. Bakir reaksiyonunun kinetikleri demirden

daha hizhidir.
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Sekil 2. 15. Cu(Il)’ nin antioksidan madde ile Cu(I)’ e indirgemesi

2.7.4. Toplam Fenolik Madde Tayin Yontemi (Folin-Ciocalteu)

Folin-Ciocalteu yontemi fenolik bilesikler ve indirgeyici bilesiklerden molibden’e
elektron transferine dayanan bir yontemdir. Mavi renkli kompleks olugmaktadir. 750-
765 nm’de absorbans Ol¢limii yapilir. Bu yontemde genellikle gallik asit (mg/mL veya
ng/mL) standart bilesik olarak kullanilir. Folin-Ciocalteu yontemi fenolik olmayan
bir¢ok bilesik tarafindan da indirgenebildigi i¢in fenolik bilesikler i¢in spesifik degildir.
Bu nedenle “toplam fenolik madde” belirlenmesi i¢in ¢ok da uygun degildir [71].
Aslinda bu yontem protein analizi i¢in tasarlanmistir. Daha sonra Singleton ve
arkadaslar1 saraptaki toplam fenolleri 6lgmek i¢in gelistirmislerdir[68]. Gidalarin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu yontemi basit, tekrarlanabilir
ve giivenilir bir yontemdir. Folin-Ciocalteu ayiraci ticari olarak satilmaktadir. Bu
yontemin uygulanmast uzun zaman gerektirdiginden analizler i¢in uygulanmasini
zorlastirmaktadir. Sulu fazda gerceklestirildiginden dolay1 lipofilik bilesikler igin
uygulanmamaktadir[66, 68, 71].
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2.8. Caliyma Materyali Hakkinda Bilgi

Kelemen Kegir bitkisi; Tiiylii uzun omiirlii bitki; kok 30-60 cm, o6zellikle temeline
dogru c¢ok ¢ukurlu (girintili). Temel yapraklan tily yaprakli, ana hatlar1 boyu eninden

uzun; esas boyutlar1 6-10x3cm, Cigekleri sart; stili yaprak dokendir.

Resim 2.3. Malabaila dasyantha (Kelemen Kegir) Bitkisi (Yrd.Dog.Dr. Dogan ilhan

arsivi).

Resim 2.4. Malabaila dasyantha (Kelemen Kecir) Bitkisi (Yrd.Dog¢.Dr. Dogan Ilhan

arsivi)
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3.MATERYAL ve METOD

3.1.Caliymada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1.Deney Cahismalarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sigma-Aldrich; BHT, DPPH, Troloks, metanol, etanol (% 99,8 saflikta).
Fluka; Folin-Ciocalteu reaktifi (2N), Neocuproine, Bakir(Il) kloriir dihidrat, DPPH
Merck; HCI, etanol (% 99,8 saflikta).

3.1.2. Deney Calismalarinda Kullamilan Kimyasal Cihazlar

RETSCH AS 200 model Elek, IKA A1l BASIC model Degirmen, SARTORIUS CP
224s Analitik Terazi, HEIDOLPH LABORAT 4000 Evaporatér, BANDELIN
SONOREX model 50/60 Hz 180/640 watt (Germany) Ultrasonik Banyo, BINDER ED
53 Etiiv, THERMOSPECTRONIC HELIOS a UV/VIS Spektrofotometre, HANNA Ph
206 pH metre, YELLOW LINE model vorteks cihazi, BIOHIT PROLINE; GILSON;
GENEX BETA; otomatik mikro pipetler (20-200 pL ve10-100- 1000 pL), Azot gaz1 ve
tiipti, +4 °C BOSCH buzdolab1, 1em’lik 1,5 mI’lik kuvars kiivetler kullanildi.

3.2. Numune Hazirlama

M. dasyantha, bitkisine ait numuneler, Haziran 2013 doéneminde Kars ili, Susuz
ilgesinde toplandi. Giines 15181 ve nemden korunarak karanlik bir ortama alinip, yaprak
kisimlart kurutuldular. Kuruyan yaprak kisim numuneleri 6nce mekanik yontemlerle
yaklagik 0,5-1 cm biiyiikliigline kadar kiigiiltiildii. Sonra da IKA A1l basic model bir
degirmende ogiitiildiiler. RETSCH AS 200 model bir elek kullanilarak numuneler ¢esitli
parcacik biiylikliiklerine ayrildilar. Numuneler koyu renkli siselere alindi ve siselerin
bos kisimlarindaki hava azot gazi ile degistirilerek hava almayacak sekilde kapaklar
kapatildi. Numuneler daha sonra deneylerde kullanilmak tizere +4 °C de buzdolabinda

karanlik bir ortamda muhafaza edildi.
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3.3.Ekstraksiyon Deneyleri

3.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Parcacik boyutul25 pm’den kiigiik numunelerden 0,1 mg hassasiyet ile tartilmis
yaklagik 5 gram alinarak ekstraksiyon ¢oziiciisii (metanol) ile yikanan kartus igerisine
konuldu. Kartus 100 mL hacmindeki Soxhlet ekstraksiyon kabi igerisine yerlestirildi.
Kaynama balonuna 150 mL kadar ekstraksiyon ¢oziiciisii (metanol) konularak renkli
sifon gelmeyinceye kadar yaklasik 8 saate kadar ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt,
mavi band siizge¢ kagidindan siiziiliip, yabanci partikiiller uzaklastirildi ve balonlardaki
doner buharlastirict (rotary evaporator) ile 35-45 °C ‘de ¢oziiciileri uguruldu.
Balonlardaki kuru ekstraktlar en az 12 saat desikatorde bekletildikten sonra sabit tartima
hazirlanmis oldu ve 0,1 mg hassasiyette tartildi. Tartilan ekstraktlar 50 mL’lik balon
jojelerde ¢oziicliyle (metanol) c¢oziilerek stok c¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen stok
cozeltilerin 151k almamalar1 ve azot gazindan gegcirilerek yabanci maddelerle
reaksiyonlar1 6nlendi. Analizlerde kullanmak i¢in +4° C” de bir sogutucuda saklandi. Bu
islemler 3’er paralel seklinde yapildi. Ayni1 islemler diger bir ekstaksiyon ¢oziiciisii olan

etanol i¢in de yapildi.

3.3.2. Ultrasonik Banyo Ekstraksiyon

Pargacik boyutu 125um’den daha kiiciik numuneler kullanilarak ultrasonik banyo
ekstraksiyonu uygulandi. Ultrasonik dalga ekstraksiyon iglemi i¢in; 0,1mg hassasiyetle
tartilmis 5 gram numune 250 mL’lik erlene konuldu. Uzerine 100 mL ekstraksiyon
¢Ozliciisii olan metanol eklendi. Agz1 kapatilip, 25-30°C sicakliga ayarlanan ultrasonik
banyoda 30 dk siireyle ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt siizge¢ kagidi yardimiyla
stiziilerek kat1 kismin iizerine 100 mL daha ¢6ziicii (metanol) eklendi ve ultrasonik
banyoda bu sefer 15 dk siireyle ekstrakt edildi. Islemlerin aymis1 5 dk ‘lik bir ultrasonik
banyo icin tekrar yapildi. Bu islemler sonucunda elde edilen ekstrakt siiziilerek
partikiiller uzaklastirildi. Ardindan doner buharlastirici da ¢oziiciileri uguruldu. Elde
edilen kuru ekstraktlar en az 12 saat desikatorde bekletildikten sonra sabit tartima hazir
duruma getirildi. Tartilan ekstarktlar 50 mL‘lik balon jojelerde ¢oziicii ile (metanol)

coziilerek stok cozeltiler hazirlandi. Stok c¢ozeltiler azot gazindan gegirilip, 151k
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almayacak sekilde cam siselerde +4°C’de muhafaza edildi. Islemler 3 paralel seklinde

yapildi. Ayni islemler diger bir ekstraksiyon ¢oziiciisii olan etanol i¢in de yapildi.

3.4. Antioksidan Aktivite Tayini Metodu Se¢cimi ve Antioksidan Aktivite Tayini

Deneyleri

Antioksidan aktivite tayinleri i¢in bugiine kadar ¢ok sayida yontem gelistirilmistir[75,
76]. Bu yontemler, hidrojen atomu transfer (HAT) reaksiyonlarina dayanan yontemler
ve elektron transferine (ET) dayanan yontemler olmak {izere ikiye ayrilabilir. Hidrojen
atomu transferi reaksiyonlarma temeline dayanan yoOntemlerin bir¢ogu azotlu
bilesiklerin bozulmasi sonucu olusan peroksil radikalleri i¢in antioksidan ve substratin
rekabetine dayanan yarigsmaci reaksiyonlar1 kullanmaktadirlar. Bu yontemler arasinda
sunlar sayilabilir: oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC), toplam radikal
yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma yontemleri. Elektron
transferi temeline dayanan yontemler antioksidanin oksidani indirgemesi sonucu olusan
renk degisimiyle Olgmektedir. Olusan rengin derecesi Orneklerin antioksidan
konsantrasyonu ile orantilidir. Elektron transferi temeline dayanan yontemler arasinda
Folin-Ciocalteu Toplam Fenolik Madde Tayini (FCR), DPPH radikal temizleme
yontemi, Fe-III iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi yontemi (FRAP), Cu-II Iyonu
Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yontemi, Troloks esdegeri antioksidan
kapasitesi (TEAC) yontemi sayilabilir[77].

Biyolojik numunelerden elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin tayininde,
farkli mekanizmalar {izerinden ¢alismalarindan dolayr her iki reaksiyon tiirline ait
yontemlerin kullanilmasi, iyi bir karsilastirma yapabilmek acisindan 6nemlidir. Ancak
bu c¢aligmada, hem laboratuvar imkanlari hem de uygulama kolaylig1 agisindan
digerlerine gore 6n plana c¢ikan ET temelli yontemler olan FCR, DPPH ve CUPRAC

yontemleri tercih edilmistir.
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3.4.1. Folin-Ciocalteu Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini

Bu deneylerde standart olarak gallik asit kullanildi. Gallik asit metanol igerisinde
coziilerek 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda 7 ayri
standart gallik asit ¢Ozeltisi hazirlandi. 7 farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerin her
birinden 50 pL alinarak 2,5 mL saf su, 250 pL 1:10 oraninda seyreltilmis Folin-
Ciocalteu reaktifi ilave edildi ve vortekslenerek 3 dk sonra 750 pL 75 mg/mL Na,CO;
¢Ozeltisi ilave edildi. Vorteksleme isleminden sonra 2 saat beklendi ve
THERMOSPECTRONIC Helios a marka UV cihazi kullanilarak 765 nm’de absorbans
degerleri okunuldu. Gallik asit standartlarinin konsantrasyonlar1 absorbans farklarina
kars1 grafige gecirilerek, kalibrasyon grafigi elde edildi. Aymi prosediir, her bir
ekstraksiyon metodu icin elde edilen ii¢ paralel stok c¢ozeltiden alinan esit miktarlarin
karistirilmasi suretiyle olusturulan sabit konsantrasyonlu ortak ¢ozeltiye de uygulandi.
Bu ¢ozeltiden hazirlanan ii¢ paralelin 765 nm’de absorbanslar1 okundu. Kor olarak saf

su kullanild1 ve kor absorbanst Al, {i¢ paralelin absorbans ortalamasi A2 olmak iizere

AA= A2- Al

esitligi kullanilarak absorbans farklar1 hesaplandi. Absorbanslar gallik asit dogru
denkleminde “y” bilinmeyeninin yerine yerlestirilip yapilan seyreltmeleri de dikkate
almak suretiyle orijinal numunenin toplam fenolik madde igerigi mg gallik asit esdegeri

(GAE)/100 g hava kurusu numune olarak verildi.

3.4.2. DPPH Radikal Giderme Yontemiyle (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
Antioksidan Aktivite Tayini

Onceden hazirlanmis stok ¢ozeltilerden seyreltme yoluyla konsantrasyonlar: 15,63;
31,25; 62,5; 125; 250; 500;1000 pg/mL olan ¢ozeltiler hazirlandi. Seyreltilen numune
ekstraktlarindan 750 pL ve metanol ¢ozeltisinde hazirlanmis DPPH radikalinin 1.10*
M’lik c¢ozeltisinden de 750 pL miktarlarinda alinp karigtirilarak vortekslendi ve
karanlikk ortamda 50 dk inkiibasyon siiresi i¢in  bekletildikten  sonra

THERMOSPECTRONIC Helios a UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 517 nm dalga

26



boyunda 6lgiimleri yapildi. Her bir numunenin ii¢ ayr1 paralelinden esit miktarlar alinip
birlestirilerek konsantrasyon ortalamalari alindi ve bu sekilde absorbanslari 6l¢iildii.
Numune korleri i¢in 750 pL numune alinip lizerine ayni miktarda DPPH ¢dzeltisinin
¢Oziiciisii olan metanol ilave edildi. Kontrol ¢ozeltisi de ii¢ paralel olarak hazirlandi.
Kontrol tiiplerine 100 uM’lik DPPH ¢6zeltisinden 750 pl ve 750 uL DPPH ¢ozeltisinin
¢Oziiciisii olan metanol konuldu ve 50 dk sonra 517 nm’de absorbanslart okundu.
Karsilastirma maddesi olarak kullanilan BHT ve Trolox i¢in de 15,63; 31,25; 62,5; 125;
250; 500; 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan cozeltilere de ayni islemler
uygulanarak absorbanslar1 spektrofotometrede okundu. Elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasindan korlerin ortalamasi ¢ikartilarak standartlar ve numuneler
icin konsantrasyonlara karsi absorbans farklari grafige alindi. Bu sekilde elde edilen
kalibrasyon grafiklerinden ICsy (radikal konsantrasyonunu yariya diisliren numune
konsantrasyonu degerleri) hesaplandi. ICs degerleri, kontrol ¢ozeltilerine karsilik gelen
absorbanslarin ortalamalarinin ikiye boéliinmesi ile elde edilen degerlerin kalibrasyon
grafiginin dogru denkleminde “y” degeri yerine konulmasiyla karsilik gelen
konsantrasyondan bulundu. % Radikal giderme oranlari ise:
% Radikal siipiirme = %x 100 esitligi kullanilarak hesaplandi.
0
AO0; Kontrol ¢ozeltilerinin absorbans ortalamasi

A1l; Numune absorbanslarinin ortalamasindan kor absorbansi farki

3.4.3. Cu-II fyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemiyle (CUPRAC)
Antioksidan Aktivite Tayini

10°M Cu (II) igin, CuCl,.H,O’den 0,4262 g tartilip su ile 250 mL’ye tamamlandi. 1 M
NH4AC’dan (pH=7) 19,27 g tartilip alind1 ve su ile 250 mL’ye tamamland1. 7,5x10°M
Neocuproin (Nc) ¢ozeltisi i¢in 0,0390 g’lik Neocuproin (2,9-dimethil-1,10-fenantrolin)
tartilip % 96’lik etil alkolde ¢oziilerek 25 mL’ye seyreltildi. Karsilastirma maddesi
olarak % 96’lik etil alkolde hazirlanmis 10° M troloks ¢ozeltisi kullanildi. Cu(II)
cozeltisi, Nc ¢ozeltisi ve amonyum asetat tamponundan sirastyla 1’er mL alinip bir tiip
igcerisinde karistirildi. Tiipteki karisim tizerine (x) mL Ornek ¢ozeltisi (veya standart

madde) ve (1,1-x) mL su ilave edilerek toplam hacim 4,1 mL’ye tamamlandi ve
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vortekslendi. Tiipler kapaklar1 iyice kapatilarak karanlik ortamda bir saat slireyle

beklemeye alindi. Daha sonra 450 nm’de kore karsi absorbanslar1 okundu.

Troloks’un metanoldeki ¢ozeltisinden de 0,5 mL, 0,1 mL, 0,15 mL, 0,2 mL, 0,25 mL
alinip tlizerlerine sirasiyla 1’er mL Cu(II), Nc, NH4Ac ¢ozeltilerinden eklendi ve hacmin
4,1 mL’ye tamamlanmasi i¢in (1,1-x) mL saf su ilavesi yapildi. Kor i¢in antioksidan
maddeler yerine su kullanilip 1 saat bekleme siiresinden sonra 450 nm’de absorbanslar
okundu. Okunan absorbans degerleri kalibrasyon dogru denkleminde yerine yazilarak &
(Molar absorptivite) degeri hesaplandi. Numuneler i¢in elde edilen fark absorbans
degerleri ve troloks i¢in elde edilen € degeri kullanilarak her bir paralel numunenin

antioksidan kapasitesi degerleri mmol (veya pmol) TEAK/g hava kurusu numune olarak

ifade edildi.

28



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ekstraksiyonlardan Elde Edilen Verim Yiizdeleri

M. dasyantha bitkisi numunelerinin ¢0ziicii olarak metanol ve etanol kullanmak
suretiyle gerceklestirilen Soxhlet ve Ultrasonik Banyo ekstraksiyonlarina ait
ekstraksiyon verimi hesaplandi ve asagidaki Tablo 4.1.’de verildi.

Ekstraksiyon verim yiizdeleri:

% Verim = [Kuru Ekstrakt Miktari/Havada Kuru Numune Miktari] x 100

esitligi kullanilarak hesaplandi

Tablo 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

Ekstrakt % Ekstraksiyon Verimi
S-M 13,53 £ 0,97
S-E 7,94 £ 0,22
U-M 7,79 £0,15
U-E 5,42 +0,24

Tablo 4.1.°de verilen verim ylizdeleri siitun grafik haline getirilerek Sekil 4.1.’de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de elde edilen bulgulara bakildiginda ¢6ziicii olarak metanol
kullanildiginda verimin her durumda daha yiiksek oldugu, teknik olarak ise Soxhlet
ekstraksiyonunun veriminin daha yiiksek oldugu ilk anda goze ¢arpmaktadir. Soxhlet
ekstraksiyonunda ¢oziicli olarak metanol kullanildiginda verim % 13,53+0,97; ¢oziicii
olarak etanol kullanildiginda ise verim % 7,94+0,22; Ultrasonik Banyo ekstraksiyonu
i¢cin ¢oziicli olarak metanol kullanildiginda verim % 7,79+0,15; ¢o6ziicii olarak etanol

kullanildiginda ise verim % 5,42+0,24 olarak bulundu.

[statitiksel galigmalarda uygulanan Student’s t-Testi sonuglarina gore, ¢dziicii aym
oldugunda, Soxhlet ekstraksiyonunun verim yiizdelerinin ultrasonik banyo
ekstraksiyonlarina gore anlamli derecede yliksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Coziici
karsilastirmalarinda ise, teknik ayn1 oldugunda, ¢6ziicli olarak metanol kullanilmasinin,

ekstraksiyonlarin verim yiizdelerini anlaml1 derece de arttirdig1 gézlenmistir (p<0,05).
4.2.Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular
Numunelerin Folin-Ciocalteu yontemi uygulanarak elde edilen toplam fenolik madde

icerikleri Tablo 4.2°de, hesaplamalar icin hazirlanan kalibrasyon grafigi ise Grafik

4.1°de gosterilmistir. Hazirlanan kalibrasyon grafigi i¢in gallik asit kullanilmistir.
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Tablo 4.2. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri

Ekstrakt Toplam Fenolik Madde Miktar: (mg
GAE/100 g kuru numune)
S-M 1564,45+165,35
S-E 890,02+43,35
U-M 756,64+35,28
U-E 467,81£17,72

1,4 -
y =0,0013x +0,0388
R? =0,9992
1,2 4
14
£
S 0,8
w
c
©
£
S 0,6 A
Q
<
0,4 4
0,2 4
0 T T T T T v
0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (mg GAE/mI)

Grafik 4.1. Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi

Karsilagtirma kolaylig1 agisindan, Tablo 4.2°de verilen verim yiizdeleri siitun grafik

haline getirilerek Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.2. Toplam fenolik madde tayininde ¢oziicii olarak metanol kullanildiginda

elde edilen sonuglar
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Sekil 4.3. Toplam fenolik madde tayininde ¢6ziicii olarak etanol kullanildiginda elde

edilen sonuglar

32



Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak metanol kullanildiginda 1564,45+165,35 mg
GAE/100 g kuru numune, ¢oziicii etanol oldugunda ise 890,02+43,35 mg GAE/100 g
kuru numune toplam fenolik madde igerigine ulasildi. Ultrasonik Banyo ekstraksiyonu
icin ¢Ozlcii olarak metanol kullanildiginda 756,64+35,28 mg GAE/100 g kuru numune;
¢Oziicii olarak etanol kullanildiginda ise 467,81+17,72 mg GAE/100 g kuru numune

toplam fenolik madde igerigi bulunmustur.

Tablo 4.2. ve Sekil 4.2.-4.3’¢ bakildiginda teknikler agisindan Soxhlet’in, ¢oziiciiler
acisindan da metanol’un daha yiliksek “Toplam Fenolik Madde” miktarlar1 ortaya
koydugu goriilmektedir. %95 giiven seviyesinde Student’s t-Test kullanilarak yapilan
istatistiksel caligma sonuglarina gore, toplam fenolik madde igerigi agisindan hem
teknikler arasinda, hem de ¢oziiciiler arasinda anlamli farklar bulunmustur (p<0,05).
Buna gore, ¢alisilan sartlar altinda Soxhlet teknigi ultrasonik banyo ydntemine gore,
metanol de etanol ¢oziiciisiine gore daha yiiksek toplam fenolik madde igerigi ortaya

koymustur.

4.3. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yontemiyle Antioksidan
Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

M. dasyantha bitkisinden elde edilen her bir ekstraktin ve karsilastirma maddeleri olan
BHT ve Troloks’un, DPPH konsantrasyonunun yarisin1 temizlemek icin gerekli olan
konsantrasyonlar1 (% 50 temizleme-ICsy degerleri) degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 teki degerlerden hazirlanan siitun grafik ise Sekil 4.4°te verilmistir.

Tablo 4.3. Ekstraktlarin ve karsilagtirma maddelerinin ICsy degerleri (ng/mL)

Ekstrakt ICsp Degeri (ng/mL)
S-M 250,08+2,78
S-E 345,80+29,51
U-M 258,39+18,32
U-E 629,30+21,47
BHT 12,26+0,37
TROLOKS 7,53+0,10
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Sekil 4.4. Ekstraktlarin ve karsilastirma maddelerinin karsilastirmali IC50 degerleri

Tablo 4.3 ve Sekil 4.4’ten de goriildigi gibi, en yiikksek DPPH radikali siiplirme
degerlerini karsilagtirma maddeleri olan BHT ve troloks sergilemislerdir (Sirasiyla
12,26+0,37 ve 7,53+0,10 pg/mL). 250,084+2,78 pg/mL ile metanolik Soxhlet,
258,39+18,32 ug/mL ile metanolik ultrasonik Banyo, 345,80+29,51 ug/mL ile etanolik
Soxhlet, 629,3+21,47 pg/mL ile etanolik ultrasonik Banyo sirasiyla bu degerleri takip
ettiler. Burada daha diisiik 1Csyp degerinin daha yiiksek radikal siiplirme aktivitesine,

dolayisiyla da daha yiiksek antioksidan aktiviteye karsilik geldigi unutulmamalidir.

% 95 giiven seviyesinde ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri karsilastirma
maddelerininkilerden anlamli derecede daha diisiik c¢ikmistir (p<0,05). Ekstraktlarin
kendi aralarinda yapilan karsilastirma testlerinde ise, metanolik ekstraktlarin etanolik
ekstraktlara gore her iki teknikte de anlamli derecede daha yiiksek antioksidan aktivite
sergiledigi bulunmustur (p<0,05). Coziicii metanol oldugunda teknikler arasinda anlamli
bir fark gozlenmemis (p>0,05), etanol ekstraktlar1 ise her iki teknik acgisindan oldukca

farkli sonuglar ortaya koymustur (p<0,05).
Buna gore, M. dasyantha bitkisinden antioksidan etkili ekstraktlar eldesinde, ¢oziicii

olarak metanol’lin, ekstraksiyon teknigi olarak da, her ikisi de ayni sonucu vermelerine

ragmen, kullanim kolaylig1, zaman kazandirici olmasi, daha az ¢oziicii kullanimi1 ve oda
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sicakliginda gerceklestirilebilmesi gibi avantajlar1 g6z Oniinde bulundurularak

ultrasonik banyo tekniginin optimum sartlar1 sundugu sdylenebilir.

4.4. Cu-II Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi Yontemiyle (CUPRAC)
Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

M. dasyantha bitkisine ait ekstraktlarin Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan
kapasitesi (CUPRAC) tayini testlerinden elde edilen sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.5-
4.6’da verilmistir. Kalibrasyon grafigi Troloks’un metanollii ¢ozeltileri kullanilarak

hazirlanmistir (Grafik 4.2).

Tablo 4.4. Bakir-II iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
(CUPRAC) deneylerinden elde edilen sonuglar
CUPRAC degeri (mmol

Ekstrakt

TEAK/Kg kuru numune)
S-M 3,394+0,63
S-E 2,04+0,17
U-M 3,41+0,46
U-E 1,73+0,18
1
=18797x - 0,0197
0.9 1 Y R = 00088
0,8 A
0,7 A
£ 06 A
é 0,5
2
o
2 0,4
<<
0,3 -
0,2
0,1
(o] r r r r r 3
o 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,00006
Konsantrasyon (ug/ml)

Grafik 4.2. CUPRAC deneylerinde kullanilan ve Troloks standard ile elde edilen
kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.5. Bakir-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Deneylerinde

Metanolik Ekstraktlar i¢in Elde Edilen Sonuglar
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Sekil 4.6. Bakir-1I Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC)

Deneylerinde Etanolik Ekstraktlar i¢in Elde Edilen Sonuglar

36




Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) testlerinde 3,41+0,46
mmol TEAC/Kg kuru numune ile metanolik ultrasonik banyo ekstrakti en yiiksek degeri
sergiledi. Bunu sirastyla 3,394+0,63 mmol TEAC/Kg kuru numune ile metanolik Soxhlet
ekstrakti, 2,044+0,17 mmol TEAC/Kg kuru numune ile etanolik Soxhlet ekstrakti,
1,73+0,18 mmol TEAC/Kg kuru numune ile etanolik ultrasonik banyo ekstrakti takip

etmistir.

Tablo 4.4’te ve sekil 4.5-4.6’dan da DPPH testlerinin sonuglarini destekleyen veriler
elde edilmistir. Buna gore, her iki ¢oziiclide de Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlari
arasinda CUPRAC degerleri agisindan anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05). Coziiciiler
karsilastirildiginda ise her iki teknikle elde edilen metanolik ekstraktlarin CUPRAC
degerlerinin etanolik ekstraktlarinkinden anlamli derecede daha yiiksek oldugu bulundu

(p<0,05).

Bu sonuglara gore de, M. dasyantha bitkisinin ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak metanol
kullanilmasi, elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesine olumlu katkida
bulunmaktadir. Ayrica Soxhlet yerine yukarida avantajlar1 sayilan ultrasonik banyo

tekniginin kullanilmasi da olduk¢a uygun bir se¢enek olarak géziikmektedir.
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5. SONUC

Yapilan calismada Dogu Anadolu Bolgesinin karakteristik bir bitki tiirii olan M.
dasyantha’nin kurutulmus ve Ogitiilmiis yaprak numunelerine, metanol ve etanol
coziiciilleri kullanilarak, Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraksiyon tekniklerinin
uygulanmasiyla elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan

aktiviteleri tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

- Ekstraksiyon verimleri incelendiginde, Soxhlet tekniginin her iki ¢oziicii durumunda
da ultrasonik banyo teknigine gore daha yiiksek verim yiizdeleri ortaya koydugu
belirlenmistir (p<0,05). Metanol’iin de, etanole gore daha etkili bir ¢oziicii oldugu
sOylenebilir.

- Elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri, teknik ve ¢oziicli agisindan
karsilastirildiginda Soxhlet teknigi ultrasonik banyo tekniginden, metanol de etanolden
daha yiiksek degerler ortaya koymustur (p<0,05). Bunun Soxhlet tekniginin daha uzun
siire ile ve daha yiiksek bir sicaklikta gergeklestirilmesi, metanol ¢oziiciisiiniin de
etanol’e gore daha yiliksek bir polariteye sahip olmasinin bir sonucu oldugu
distiniilebilir.

- DPPH radikal siiplirme testi deneylerinde metanolik ekstraktlar, etanolik ekstraktlara
gore anlamli derecede daha yiiksek antioksidan aktivite sergilediler (p<0,05). Coziicii
metanol oldugunda teknikler arasinda antioksidan aktiviteler agisindan anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05). Burada dikkat c¢ekici olan husus, Soxhlet metanolik
ekstrakt’in ultrasonik banyo metanolik ekstrakttan yaklasik iki kat daha yiiksek bir
toplam fenolik madde icerigine sahip olmasina ragmen ortaya koyduklari ICs, degerleri
arasinda anlamli bir fark bulunamamis olmasidir. Bu durum metanolik ultrasonik banyo
ekstraksiyonunda elde edilen toplam fenolik madde igeriginin, metanolik Soxhlet
tekniginde elde edilen toplam fenolik madde igerigine gore daha yiiksek oranda
antioksidan aktif bilesiklerden meydana gelmis olmasi ya da Soxhlet tekniginde elde
edilen ekstraktin iceriginde bulunan ve fenolik bilesik gruplarindan herhangi birine
dahil olmayan, ancak Folin-Ciocalteu reaktifi ile reaksiyona girebilme yetenegine sahip
baska bilesenler bulunmasina atfedilebilir[71]. Bunun i¢in preparatif HPLC gibi daha

ileri diizey analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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- CUPRAC testlerinde de metanolik ekstraktlar, her iki ekstraksiyon teknigi icin
etanolik ekstraktlara gore anlamli derecede daha yiiksek degerler ortaya koydular (p<0).
Coziicii ayn1 oldugunda uygulanan teknikler arasinda CUPRAC degerleri agisindan
anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). Toplam fenolik madde igerikleri ile birlikte
diistiniildiigtinde, DPPH testi sonuglar1 icin yukarida yapilan yorum burada da
gecerliligini korumaktadir.

- Ultrasonik banyo etanol ekstraktinin antioksidan aktivitesinin hem DPPH hem de
CUPRAC testinde en diisiik antioksidan aktivite degerlerini sergilemesi ve toplam
fenolik madde iceriginin de diger ekstraktlara gore daha diisikk bulunmasi ayrica
incelenmesi gereken bir durumdur. Cilinkii bu deger, sabit bir siire i¢in oda sicakliginda
gerceklestirilen ekstraksiyonlardan elde edilmis degerdir. Farkli ekstrasiyon siireleri
uygulanarak veya biraz daha yiiksek sicakliklarda gerceklestirilecek ekstraksiyonlardan,
Soxhlet ekstraktlarinin sergiledigi degerlerine yakin degerler elde edilmesi miimkiin
olabilir.

- M. dasyantha bitkisinden antioksidan aktivite etkili ekstrakt elde etmek i¢in 50 dk
siireyle uygulanan metanolik ultrasonik banyo ekstraksiyonunun uygun ve ekonomik bir
secenek oldugu sdylenebilir. Bitki ekstraktlariin antioksidan aktiviteleri, karsilastirma
maddelerine kiyasla orta —diisiik diizeyde bulunmustur. Ancak bu tarz ekstraktlarin
sadece antioksidan degil, antiviral, antibakteriyel, antispazmodik, analjezik,
antienflamatuar vb gibi diger baz1 biyoaktif Ozellikler gosterebilecekleri dikkate
alindiginda, bu ¢aligmanin sonuclarmin, elde edilecek diger literatiir bilgisine katki

yapacag diisliniilmektedir.

Toplam fenolik madde igerigi ile antioksidan aktivite arasindaki iliski pek c¢ok
aragtirmaci tarafindan incelemeye deger bulunan bir durumdur. Bir grup arastirmact
toplam fenolik madde igerigi yiiksek olan ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin de
yiiksek olacagini 6ne siirmektedir[78-80]. Bir diger grup arastirmaci ise, toplam fenolik
madde ile antioksidan aktivite arasindaki iligkinin bu sekilde dogrusallikla
aciklanamayacagini, bu durumun diisliniilenden daha karmasik bir mekanizmaya sahip

oldugunu ifade etmektedirler[81-83].
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Bu iligkinin bu c¢alisma kapsaminda arastirilmasi amaciyla toplam fenolik madde

iceriklerine karst hem DPPH hem de CUPRAC testlerinde elde edilen antioksidan

aktivite degerleri grafige gecirilmistir (Grafik 5.1 ve 5.2).
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Grafik 5.1.

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriklerine kars1 ICso degerleri grafigi
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Grafik 5.2. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriklerine kars1t CUPRAC degerleri

grafigi

Grafik 5.1 ve 5.2’ye bakildiginda toplam fenolik madde icerikleri ile antioksidan

aktivite arasinda zay1f bir iligski oldugu, ya da bu iliskinin sadece toplam fenolik madde

miktar1 ile agiklanamayacagi goriilmektedir (tayin katsayilar1 sirasiyla 0,5031 ve

0,4083. Bu bulgu yukarida bahsi gegen arastirmacilardan ikinci grubun goriisiine uygun
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diismektedir. Ayrica, sadece molekiil yapis1 belirli ve belirli pozisyonlarda hidroksil
gruplar igeren flavonoidlerin hidrojen atomu verdigi ve antioksidan aktivite gosterdigi
de bilinmektedir[84]. Bu nedenle bu iliskinin agik bir sekilde ortaya konmasi i¢in daha

ileri diizey caligmalara gerek vardir.
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