KAFKAS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUS{
KIMYA ANABILIiM DALI

Anemone Albana STEYV. Subsp. Armena (Siniizit Otu)
BITKISINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN
ANTIOKSIiDAN AKTIVITELERININ TAYINi VE FENOLIK
ASIT PROFILININ HPLC-UV ILE BELIRLENMES]

Nazh VURAL
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Do¢.Dr.Fikret AKDENIZ,

ARALIK-2013
KARS



T.C. Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali Yiiksek Lisans dgrencisi
Nazli VURAL’In Dog. Dr.Fikret AKDENIZ’in danismanhiginda yiiksek lisans tezi olarak
hazirladigi “Anemone albana STEV. Subsp armena (Siniizit Otu) Bitkisinden Elde Edilen
Ekstraktlarin Antioksidan Aktivitelerinin Tayini ve Fenolik Asit Profilinin HPLC-UV

ile Belirlenmesi” adli bu ¢alisma, yapilan tez savunmasi sinavi sonunda jiiri tarafindan

Lisansiistii Egitim Yonetmeligi uyarinca degerlendirilerek oy BIRLIGI ile kabul edilmistir.

02/01/2014

Adi ve Soyadi Imza

Baskan : Prof.Dr.Ismail CAKMAK % .

Uye  :Dog.Dr.Fikret AKDENIZ

Uye  :Yrd.Dog.Dr.Vedat ADIGUZEL /%«

Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunun ..../..../2014 gin ve .../
....................... sayili karari ile onaylanmistir.

Enstitii Miidiirii



ONSOZ
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OZET

Anemone albana Stev. Subs armena bitkisinin havada kurutulmus yaprak ve govde kismindan
Soxhlet, ultrasonik banyo ve hidroliz islemleriyle elde edilmis olan ekstraktlarin toplam fenolik madde

igerikleri, antioksidan aktiviteleri ve ekstraktlardaki fenolik asit icerigi arastirildi.

Coziictl olarak metanol kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarda en yliksek ekstraksiyon verimi Soxhlet
ekstraksiyonundan elde edilirken (%24,95+1,30), bunu ultrasonik banyo ekstraksiyonu (%21,00+1,34)
ve hidroliz islemiyle yapilan ekstraksiyon (%1,60+0,07) takip etti. Soxhlet verimi diger verimlerden
anlamli derecede daha yiiksek ikt ( p<0.05).

Toplam fenolik madde icerikleri acisindan Soxhlet teknigi yine en yiksek degeri (2,79+0,20 mg
GAE/100 g kuru numune) ortaya koydu. Fakat ultrasonik banyo teknigi ile elde edilen degerden
(2,21£0,20 mg GAE/100 g kuru numune) anlamli derecede farkli olmadig1 bulundu (p>0,05). En
distik degeri (0,07+0,02 mg GAE/100 g k. num.) hidroliz ekstraktlari sergiledi.

DPPH radikal siipiirme antioksidan aktivite tayini deneylerinde en yilksek ICsp degerini (ug/mL)
hidroliz ekstrakti sergiledi (35,33£1,24). Bunu sirasiyla ultrasonik banyo (57,43+1,08) ve Soxhlet
(59,37+1.85) takip etti. Burada da Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlar arasinda anlamh bir fark
bulunmadi (p>0,05). Cu-II iyonu indirgeme giicii antioksidan kapasitesi (CUPRAC) deneylerinde en
ylksek degeri (mmol TEAC/Kg numune alarak) ultrasonik banyo ekstraktlari sergilerken, bunu
Soxhlet ve hidroliz ekstraktlar; takip etti (sirasiyla 357,22+ 0,73 - 322,78+27,99 ve 47,39+2,55). Fe-I1
iyonu indirgeme giicii antioksidan kapasitesi (FRAP) deneylerinde en yiksek degeri (uM olarak)
Soxhlet ekstraktlari ortaya koyarken (67,38+7,64), ultrasonik banyo ekstraktlari (58,81+0,42) ve
hidroliz ekstraktlan (30,95+1,48) bu degeri takip ettiler. Hem CUPRAC hem de FRAP deneylerinde
Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlarina ait degerler arasindaki fark anlamli bulunmad; (p>0.,05).

Ekstraktlarin fenolik asit profilini belirlemek iizere yapilan RP-HPLC-UV-DAD analizi, tiim
ekstraktlarda benzoik asit bulundugunu (uM Protokatekualdehit Esdegeri olarak: Soxhlet ekstraktlar:
igin 110, ultrasonik banyo ekstraktlari igin 73 ve hidroliz ekstraktlar igin 77), ilave olarak hidroliz
ekstraktinda protokatekualdehit (34 UM PE) bulundugunu ortaya koydu.

Toplam fenolik madde ile antioksidan aktivite arasindaki iliski FRAP ve CUPRAC testleri icin pozitif,
DPPH testleri igin negatif bulundu.

Anahtar Kelimeler: Anemone albana Stev. Subs armena, Siniizit otu, Ekstraksiyon verimi, Toplam
fenolik madde, Antioksidan aktivite, DPPH, CUPRAC, FRAP, Fenolik asit, HPLC-UV-DAD analizi
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ABSTRACT

The methanolic extracts obtained from different parts (leaves and stems) of .4nemone albana Stev.
Subs. armena (Sinlizit otu) plant by using Soxhlet, ultrasound assisted and acidic hydrolysis
techniques were investigated in terms of total phenolic contents, antioxidant activities (capacity), and

phenolic acid profiles.

The highest extraction yield was obtained from Soxhlet ectraction with the value of %24,95+1,30.
This value was followed by ultrasound assisted and hydrolysis extracts (%21,00+1,34 and %1,60+0,07
respectively). The difference between Soxhlet and ultrasound assisted extract yields was found to be
significant (p<0,05).

Soxhlet extracts showed the best total phenolic matter content with the value of 2,79+0,20 mg
GAE/100 g air dried sample. These values were 2,2140,20 for ultrasound assisted extracts and
0,07:£0,02 for hydrolysis extracts. The difference between total phenolic content values of Soxhlet and

ultrasound assisted extracts was not significant (p>0,05)

In DPPH assay tests, the best ICs, value (as pg/mL) was exhibited, surprisingly, by hydrolysis extracts
with the value of 35,33+1,24. The difference between the ICs, values of ultrasound assisted
(57,43+1,08) and Soxhlet (59,37+1,85) extracts was not significant (p>0,05). In CUPRAC assay tests,
in contrast to the DPPH assay, while the best value was exhibited by ultrasound assisted extracts,
hydrolysis extract are the worst (357.22£10,73 and 47,39+2,55 mmole TEAC/Kg sample). This value
was obtained as 322,78+27,99 for Soxhlet extracts. In FRAP assay tests, Soxhlet extracts showed the
best FRAP values with the mean value of 67,38+7,64 uM. Ultrasound assisted extracts and hydrolysis
extracts followed this value (58,81+0,42 and 30,95+1,48 uM, respectively). Both in CUPRAC tests
and in FRAP tests, the difference between Soxhlet and ultrasound assisted extracts were not found to
be significant (p>0,05).

In order to determine phenolic acid profile of the extracts, RP-HPLC-UV-DAD analysis was applied.
The analysis showed that among 15 phenolic acid standard investigated, while all extracts contained
benzoic acid, hydrolysis extracts also contained protocatechualdehyde, additionally.
Protocatechualdehyde equivalent concentrations of these phenolic acids were calculated (for benzoic
acid: 110 uM PE in Soxhlet, 73 UM PE in ultrasound assisted, and 77 UM PE in hydrolysis extracts;
for protocatechualdehyde: 34 UM PE in hydrolysis extracts).

Total phenolic content-antioxidant activity relationship was found to be positive for CUPRAC and

FRAP assays, while it was negative for DPPH assay.

Key Words: Anemone albana Stev. Subs armena, Siniizit otu, Extraction Yield, Total phenolic
content, Antioxidant activity, DPPH, CUPRAC, FRAP, Phenolic acid, HPLC-UV-DAD analysis.
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1. GIRIS

Yeryiiziinde oksijen kadar, hayatin baslamasi ve yayilip gelismesi igin dogrudan katki yapmisg
element sayisi gok azdir. Oksijenli solunum yapan pek ¢ok canli tiirli igin oksijen olmazsa olmaz
bir kaynaktir. Sadece insan degil, bitkiler ve hayvanlar da metabolizmalarini saglikh bir bicimde
stirdtirebilmek igin oksijen ve tiirevlerine ihtiyag duyarlar. Ozellikle hayvansal metabolizmada
oksijenin temel gérevi, viicudun enerjisini saglayan biyokimyasal islemlerde yer almaktir,
Bununla birlikte, oksijenin viicut savunmasinda rol oynamak gibi baska &nemli gorevleri de
vardir. Oksijen, olusturdugu “reaktif oksijen tiirleri” (ROT) ad: verilen radikalik kimyasal tiirler
vasitasiyla bu gbrevini yerine getirir. Yani alinan oksijenin bir kismi, viicut savunmasinda yer
alacak olan bu radikalik tiirlerin sentezlenmesinde kullamlir, ROT’lar da “bagisiklik sistemi”
tarafindan gerektiginde viicuda giren gesitli hastaliklarin ajanlanimi etkisiz hale getirmek igin

kullanilir.

Ancak, ne yazik ki, yasam agisindan bu kadar 6nemli olan oksijen, ayn1 zamanda yasamin sona
ermesinde de rol sahibidir. Bu, her canli tiirii i¢in gegerli olmak iizere, yasam bagladig1 andan
itibaren baglayan bir etkilesimin sonucudur. Canlilar yasam stireleri icinde az veya ¢ok oksijenie
temas halindedirler. Her canl, oksijenle en az temas etmis bir halde, bir diger ifadeyle “en
indirgenmis” bigimde yasamina baslar. Fakat zaman gectikce gerek oksijenle dogrudan temas,
gerekse de metabolizma faaliyetleri sonucu olusan ROT’larin etkisiyle bu “indirgenmislik”
durumu ortadan kalkmaya baslar. Ve halk dilinde “yaslanma” adi verilen bir “yiikseltgenme”

slireci islemeye baslar.

Ozellikle de ROT lar, vilcutta fazlalik hale geldiginde, eger bir sekilde yok edilemezlerse viicuda
da zarar vermeye baslarlar. Dolayisiyla viicut bu ROT’lar dengelemek igin, onlarin etkilerini
gideren ve adim da buradan alan “antioksidan” etkili molekiiller kullanir. Antioksidanlarin bir
kismi viicutta iiretilmekle beraber, bunlarn yetersiz kaldig1 durumlarda, snemli bir kismi da besin
maddeleri vasitasiyla disaridan alinmaktadir. Disaridan alinan antioksidanlarin bir kismu genellikle
sentetik olarak iretilirler ve besin maddelerine raf Omirlerini uzatmak igin katilirlar. Ancak bu
sentetik antioksidanlarin uzun dénemde kullanicilar acisindan bazi sakincalar olusturdugu
y6ninde ortaya ¢ikan siipheler, aragtimacilari son yillarda dogal “antioksidan” kaynaklar
bulmaya ve bunlari en uygun sekilde degerlendirmek igin yontemler ve teknolojiler gelistirmeye

sevk etmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri
2.1.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Kuantum kimyasina ggre bir bagin yapisina iki elektron katilabilir ve bu iki elektronun
da ters doniis dogrultusunda olmast gerekir. Baglarin kopmasi sirasinda bu iki elektron
ya birlikte kalir (ikisi de bir atoma baglanir) ya da ayrilir (biri bir atoma digeri diger
atoma). Elektronlarin birlikte kalmasi durumunda olusan atom bir iyon olur, ayrilmalari
durumunda ise serbest radikaller olusur. Serbest radikal, son enerji  kabugunda
eslesmemis bir elektron iceren ve yiiksek reaktiviteye sahip olan, bir atom ya da
molekiil karakterindeki kimyasal bir iiriin olarak tanimlanir. Serbest radikaller elektron
transferi, enerji tiretimi ve yasam igin gerekli olan birgok metabolik islevin temelini
olusturur. Fakat viicutta fazla miktarda meydana gelmeleri zararly sonuglara sebep

olabilir. Béylece serbest radikaller yaslanma ve dejeneratif hastaliklara yol agar [1].

Serbest radikaller gibi ortaklanmamis elektronlara sahip olduklari halde serbest radikal
olarak kabul edilmeyen Fe**, Cu®, Mn**, Mo** gibi gecis metalleri de serbest radikal
olusumunda Snemli rol oynarlar. Organizmadaki gecis metallerinin icerdigi tek
elektronlarin molekiiler oksijene transferi ile oksidasyon molekiilleri meydana gelir.
Serbest radikal taniminda biradikal (diradikal) olarak kabul edilen molekiiler oksijen,
radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle

kolayca reaksiyona girebilmektedir [2].

v
O,

TooT

Sekil 2.1. Molekiiler oksijenin yapisi



2.1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen insan yasami igin hayati olmasina ragmen, molekiiler oksijen biradikal
dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusturma
egilimindedir. Yiksek derecedeki ROT’lar normalde aragidonik asit metabolizmasi,
mitokondrial solunum zinciri, fagositoz yumurtlama ve iireme gibi faaliyetlerle
olugmasina ragmen iiretimleri patolojik durumlarda birkag kat artmaktadir [3]. Reaktif
oksijen tiirleri normal viicut metabolizmas; sirasinda sinirl miktarda olusan siiperoksit
radikali (O;7), hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikali (OH’y’dir [2]. Nispeten
radikalik bir tiir olmasina ragmen molekiiler oksijenin (0O,) ardistk bir sekilde
indirgenmesiyle reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Bir elektron kazanarak siiperoksit
(027) radikaline, iki elektron alarak hidrojen peroksite (H,0,), iic elektron alarak
hidroksil (OH") radikaline doniisiir [4].

0 + € —s 0 0

Olugan bu reaktif oksijen tiirleri, bulunduklary ortamdaki dengelerin degismesine neden
olmaktadir. Molekiiler oksijenin ardistk  bir sekilde indirgenmesiyle normal
metabolizma sirasinda iiretilen ROT’lar hiicre ve dokulardaki proteinler, lipidler,
enzimler, karbonhidratlar ve DNA ile reaksiyona girerek bu molekiillerin

oksidasyonuna yol agarlar [5].

ROT’lar gesitli serbest radikallerin olusturdugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini
baslatabilirler ve hiicrelerde var olan karbon merkezli organik radikaller (R), tiyil
radikalleri (RS"), siilfinil radikalleri (RSO), peroksit radikalleri (ROO), alkoksi
radikalleri (RO") gibi degisik serbest radikallerin olusmasina neden olmaktadir [6,7].

Stiperoksit Radikali

Stiperoksit radikalleri hiicre icerisinde O,’in bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

mitokondride meydana gelmektedir [8].
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Molekiiler oksijen Silperoksit radikali

Stiperoksit radikali dogrudan zarar vermez ancak, serbest radikallerin olusumunu
etkiler. Siiperoksit radikali, H,O0; kaynagi olmasi ve geeis metal iyonlarinin

yilkseltgeyicisi olmasindan dolay1 6nemli goriilmektedir.
Stiperoksit radikalinin Ozellikleriyle beraber bazi reaksiyonlari asagida gOsterilmistir:

Diisik pH degerlerinde daha reaktif olan perhidroksi radikali proton alarak oksijen
perhidroksi radikalini (HOy) olusturur.

0y ( 00) (H:§:§-) HO;
(3)

Biyolojik sistemdeki en nemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir [9].

Stiperoksit radikali ve perhidroksi radikalinin reaksiyonu sonucu biri okside olurken
digeri indirgenir. Bu tepkime sonucunda O, ile H>0; olusur. Siiperoksitler katalitik
aktivitesi ¢ok yiiksek bir enzim olan stiperoksit dismutaz (SOD) yardimiyla H,O5’e
cevrilir. SOD katalizorliigiindeki bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi denmektedir
[10]. Stiperoksit radikali 6zellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden

dismutasyonla da H20:’ye gevrilebilir [1 L]

200 + 24 SR o, 4y, "

Hiicrede firetilen siiperoksit radikali hem okside edici hem de indirgeyici olarak
davranabilir. Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom-c’ye ya da bir radikale vererek
molekiiler oksijene okside olur [11].

Sitc (Fes") +0," — 0, +Sitc (Fe;") (3

()



Hidrojen Peroksit (H,0,)

H>O,, oksijenin enzimatik reaksiyonlarla iki elektron alarak indirgenmesi ya da
stiperoksit radikallerinin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri
sonucu olugmaktadir. Siiperoksit grubuna gore etkisinin az oldugu bilinen H,0,,
peroksidaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPy) gibi dokularda bulunan enzimler
yardimiyla su ve oksijene doniistiiriiliip zararlari en aza indrilir. Yapisinda
ortaklasmamis elektronu bulunmamasina ve reaktif bir tiir olmamasina ragmen H-O;’in
oksitleyici dzellige sahip bir tiir olarak bilinmesinin sebebi, demir ve bakir gibi metal
iyonlarin varhiinda reaksiyon vererek son derece gii¢lil bir oksidan ve zarar verici olan
hidroksil radikalinin olusumunu saglamasidir. Bu reaksiyon Fenton Reaksiyonu olarak
bilinir. H,0’in siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da hidroksil radikali

olusmaktadir. Bu reaksiyon da Haber-Weiss Reaksiyonu olarak bilinmektedir [2,12].

Fe®" + H,0, — Fe*" + OH + OH Fenton Reaksiyonu (6)
O; + H0; +H™ — 0, + H,0+ OH Haber-Weiss Reaksiyonu 7
Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil iyonunun nétr sekli olan hidroksil radikali (OH), hiicredeki en reaktif oksidan
ve en toksik radikaldir. Yar1 6mrii ¢ok kisadir ve lipitler, proteinler ve niikleik asitler
dahil neredeyse biitiin molekiilleri okside edebilir. OH', ROT’nin en giicliisiidiir. OH,
enzim sistemi bulunmadigindan dolay: kolay bir sekilde biitiin biyolojik sistemlerle
reaksiyona girmektedir, diger ROT’ne nazaran daha fazla zarar vermektedir, Bu nedenle
viicutta HyO, artis1 kanser, diyabet, siroz, ateroskleroz, Alzheimer hastalig1 ve yaslanma
gibi oksidatif hasar kaynakli pek ¢ok hastaligim olusmasina sebep olur [13]. Olustugu
yerlerde tiyoller ve yag asitleri gibi molekiillerden bir H atomu koparir ve karbon
merkezli organik radikaller (R’), tiyil aradikalleri (RS") ve organik peroksitler (RCOO")
gibi radikallerin olusmasina ve bunun sonucunda da viicutta bityiik hasarlara sebep olur
[6,7].



R-SH+OH — RS+ H,O (8)
-CH,+ 'OH — -CH + H,0 (9

Fenton Reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonundan bagka suyun yiiksek enerjili
iyonize edici radyasyona maruz kalmas: sonucunda da OH' Olusur. OH' olusum

reaksiyonlar asagida gosterilmistir [14,15].

Haber-Weiss Reaksivonundan: 0; + H,0, +H' — 02 + H, O+ OH (10)
Fenton Reaksiyonundan: Fe** + H,0, — Fe’* + OH + OH (1)
Suyun lyonizasyonundan: H,0 — OH+ H' + & H,0, (12)

Singlet Oksijen ('0,)

Oksijenin yiiksek reaktiviteye sahip bir sekli olan 'O, eslenmemis elektron
icermediginden serbest radikal degildir. Fiziksel ve kimyasal metodlarin her ikisiyle de
'0, olusturulabilir [16]. Cogunlukla karbon-karbon cifte baglariyla reaksiyona giren 'O,
karoten, klorofil ve doymamis yag asitleri gibi bircok biyolojik molekiilde mevecuttur
[2,5].'0, ¢oklu-doymamis yag asitlerinden bir hidrojen (H") kopararak OH' kadar etkin
bir sekilde lipit peroksidasyonunu baglatabilir [5]. Bundan dolayi 'O, biyolojik
sistemlerdeki lipid peroksidasyonunda Snemli bir role sahiptir. 'O,, orbitale verilen
enerji sonucu oksijendeki ortaklanmamis elektronlardan birinin, bulundugu orbitalden
farkli bir orbitale veya kendi spin y&niiniin tersi yoniine hareket etmesiyle olusur.
Fotokimyasal reaksiyonlar icin 'O, olusumu gok &nemlidir, 'O, oksijen molekiiliiniin
nitrik oksit ile reaksiyonu ya da H,0,’in hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da

tretilebilmektedir. '0,’in delta ve sigma olmak iizere iki ¢esidi mevcuttur [17].
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Sekil 2.2. Delta ve sigma oksijenin molekiiler elektron yapisi

2.2. Antioksidanlar
2.2.1. Antioksidan Tanimi ve Ozellikleri

Serbest radikallerin canli viicudunda meydana getirdigi oksidasyonlari Onlemek, serbest
radikalleri yakalamak ve etkisiz hale getirmek igin viicudun olusturdugu savunma

sistemine antioksidan denmektedir. Antioksidanlar 6 sinifta degerlendirilebilir:

. Serbest yag radikallerini inaktive eden gercek antioksidan molekiiller (fenolik asit gibi),
. Hidroperoksitlerin serbest radikallere par¢alanmasini 6nleyen hidroperoksit kararliligin
artiricilar (fenolik bilesikler gibi),

- Gergek antioksidanlarin aktivitesini artiran sinerjistler (sitrik asit, askorbik asit gibi),

- Agir metalleri baglayarak inaktif duruma getiren metal kelat yapicilar (fosforik asit,
sitrik asit, Maillard bilesikleri),

. Singlet oksijeni triplet oksijene doniistiiren singlet oksijen soniimleyiciler (karotenler),

- Radikalik olmayan bir yolla hidroperoksitleri indirgeyen hidroperoksit indirgeyici

maddeler (poteinler ve aminoasitler gibi) [18]
Antioksidanlar iki tiir etki ile oksidasyonlar1 nlemektedir:

Primer antioksidanlar: Otooksidasyon zincirlerini kirip oksidasyonu geciktirirler. Primer
antioksidanlar tokoferoller (vitamin E), butillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis
hidroksianisol (BHA), tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) ve etoksiquin gibi doymams
yapidaki fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler organizmada serbest radikalleri kabul etmis

gibi davranarak oksidasyonu ilk asamalarindan itibaren durdurmaktadir [19].

7



OH OH

C(CHj3);
C(CH3)3
OCH, OCH;,
4 —metoksi-2-ter biitil fenol 4-metoksi-3-ter biitil fenol
(2 BHA) (3 BHA)

Sekil 2.3. Butillenmis hidroksianisol (BHA)’iin kimyasal yapisi

OH

(H3C);C C(CHy),

OCH;

Sekil 2.4. 2,6-di-ter-biitil-p-hidroksitoluen (BHT)’nin kimyasal yapis

OH
C(CH3);

OH

Sekil 2.5, Tert-biitil hidroksi kinon (TBHQ)’min kimyasal yapisi

Fenolik asitler, hidroksisinnamik asit tiirevi olanlar ve hidroksi benzoik asit tiirevi
olanlar olmak iizere iki grupta toplanabilirler [18]. Fenolik bilesiklerin Snemli bir
kismini olugturan hidroksisinnamik asit tirevli fenolik asitlere p-hidroksibenzoik asit, p-
kumarik asit, kafeik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit, ferulik asit, sinapik asit, vanillik

asit, rosmarinik asit ve klorojenik asit gibi &nemli fenolik asitler &rnek verilebilir.



Hidroksi benzoik asitlere de gallik asit, protokatekuik asit, siringik asit, vanillik asit,
resorsilik asit rnek gosterilebilir [20].

COOH COOH

OH OCHj

OH OH

3,4-dihidroksibenzoik asit Vanillik asit

COOH
COOH

OH OH OH

p-hidroksibenzoik asit Resorsilik asit

COOH

OH OH
OH

Gallik asit

Sekil 2.6. Benzoik asit tiirevli fenolik asitler



OH OH

H3CO, OCHj
CH=CHCOOH CH=CHCOOH
p-kumarik asit Sinapik asit
OH OH
OCHj,3 OH
CH=CHCOOH CH=CHCOOH
Ferulik asit Kafeik asit

Sekil 2.7. Sinnamik asit tiirevli fenolik asitler

Sekonder antioksidanlar: Oksidasyonu geciktirerek yaglarin oksidasyonlarini Gnleyen
sekonder antioksidanlar, dogrudan radikal siipiirme etkisini tagimayan bir mekanizma
yardimiyla ortaya ¢ikmaktadir, Omegin, sitrik asit gibi bloke edici (kompleks haline
getirmek suretiyle) maddeler ancak ortamda metal iyonu varsa ve askorbik asit gibi
indirgeyici maddeler de ancak ortamda tokoferoller ya da diger primer antioksidanlar
varsa etkinliklerini gosterirler. Metal iyonlarinin baglanmasi, oksijenin siipiiriilmesi,
hidroperoksitlerin radikal olmayan tiirlere doniigtiiriilmesi, UV 15131 absorplama veya

'0y’in deaktivasyonu bu mekanizmalara &rnek olarak gosterilebilir [20].
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2.2.2. Metabolizmadaki Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar birincil ve ikincil antioksidan mekanizmalarina sahiptir. Radikal
stiptirlicii olarak bilinen birincil antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon redilktaz ve katalaz gibi enzim sistemleridir. Oksijen
radikallerini yakalayan ve zincir reaksiyonlarini kiran ikincil antioksidanlar; C vitamini,

E vitamini, glutatyon (GSH), bilurubin, karotenoidler ve melatonin (MLT)’dir [21-23].

Birincil Antioksianlar;

Siperoksit dismutaz (SOD): Bu antioksidan madde O, ni H;0; ve O,’ne pargalayip
daha zararli formlara déniismesini engeller.
0" + 2H" — H0, + 0, (13)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): membranlardaki en 6nemlj antioksidanlardan biri olan

E vitamini yetersizliginde membrandaki hidroperoksitleri indirgeyerek zararlarini 6nler.

GSH-P
H0, + 2GSH —% GSSG  + 21,0 14y

Glutatyon Rediiktaz: GSH-Px ile hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan Okside
glutatyonu, nikotinamid adenin diniikleotit fosfats kullanarak yeniden indirgenmis
glutatyona (GSH) déniisiimiinii saglar.

Glutatyon

GSSG * NADPH + H" ([Redikr  5Gqy 4+ NADPY (15)

Katalaz  (CAT): Hiicrelerde zehir etkisi yapan H, O,’i su ve oksijene parcalayan

enzimdir.

Katalaz
2Ha0 2H,0 + )

(16)

11



Ikincil Antioksidanlar:

Vitamin C (askorbik asit): Endojen bir antioksidan olan askorbik asit, membran icindeki
ve hiicre disindaki sivilarda meydana gelen lipid peroksidasyonunu &nlemektedir, Fazla
miktar kullaniminda bile toksik etki meydana getirmeyen askorbik asit, giiclii bir
indirgeme aktivitesine sahiptir. Siiperoksit ve OH' ile tepkimeye girer ve onlan

ortamdan temizler.

HO
HO. * 0. -0

OH OH

Sekil 2.8. Askorbik asidin yapisi (Vitamin C )

Vitamin E (a-tokoferol): Giiglii bir antioksidan olan oa-tokoferol, aktif radikallerle
tepkimeye girerek oksidasyona karsi dayaniksiz olan ¢oklu-doymamis yag asitlerini
koruyarak bu molekiiler yapilarin oksidasyona ugramasini azaltir ya da &nler. Béylece
oksidatif strese karsi ilk savunma mekanizmasini olusturur. a-tokoferol vasitasiyla Lipid

peroksidasyonunun zincir reaksiyonu sonlandirilabilir.

L + VtE ——> LH + Vit E (]7)

VItE' + L' ——— LH + VitEoy a8)

Glutatyon (GSH): Antioksidan enzimlerine substrat olarak gérev yapan GSH radikal
kaynakli hasarlara karsi koymaktadir. Oksidatif stres siireci igerisinde GSH diizeyi
azalir ve GSSG artar. Bunun sonucunda glutatyon peroksidaz ve rediiktaz etkisi ile

viicutta birikmis olan H,0; ve organik hidroperoksitler ortadan kaldiriimis olur.

12



2.3. Bitkilerden Antioksidan Etkili Bilesik Ekstraksiyonu li¢in Kullanilan
Teknikler

2.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Kuru numunelerin ekstraksiyonunda kullanilan Soxhlet ekstraksiyon teknigi, 1879°da
Franz von Soxhlet tarafindan gelistirilmistir. Bu teknik diger ekstraksiyon tekniklerine
bir referans olarak da kullanilmaktadir [24]. Soxhlet ekstraksiyonu yapmak icin numune
filtre kagidindan yapilmig bir kartusun igine konulduktan sonra Soxhlet ekstraktsriine
yerlestirilir. Kaynamanin diizenli yapilmasi i¢in distilasyon balonu icerisine kaynama
tast atilir. Coziicii olarak genellikle hekzan, metanol gibi organik ¢éziiciiler kullantlir.
Soxhlet kolonu iizerine sogutucu takilarak Soxhiet kolu distilasyon balonuna baglanir.
Coziicli cam balon igerisine yerlestirilip mantolu bir 1sitici yardimi ile isitilarak
buharlagtirilir. Céziicti buhar geri sogutucuya geldiginde yogunlasip filtre kagidina
sartll numunenin iizerine damlalar halinde diiser. Numunenin bulundugu ekstraksiyon
tiipliniin ¢oziicii ile dolmasi sonucunda geri devir kolunun seviyesine ulasir ve burada
sifon olusarak ¢6ziicii cam balon igerisine bosalmis olur. Bu islem Soxhlet
ekstraktoriindeki ¢oziicii berrak bir hal alincaya kadar devam eder. Bu sekilde Soxhlet

ckstraktorii ile yapilan ekstraksiyonun verimi daha yiiksek olmaktadir [25].

Referans bir ekstraksiyon teknigi olarak kullanilan Soxhlet ekstraksiyonunun en biiyiik
avantajl numune igerisinde hedeflenen maddenin tamaminin distilasyon balonu
igerisinde toplanmasidir. Bu ekstraksiyon tekniginde kolaylikla buharlasan ¢éziiciiler
kullamldigindan dolayi madde ve ¢oziicli birbirinden kolaylikla ayrilmaktadir [26].
Uzun siireli bir ekstraksiyon olmasi ve fazla miktarda ¢oziicii kullanilmas: da

ekstraksiyon tekniginin dezavantajlarindandir.
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Resim 2.1. Deneysel ¢aligmada kullanilan soxhlet ekstraksiyonu sistemi

2.3.2. Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon

Geleneksel ekstraksiyon tekniklerine alternatif olarak ekstraksiyon siiresi kisa, ¢oziict
tiketimi az olan ve gevre kirliligini 6nleyen mikrodalga ekstraksiyonu, stperkritik
ekstraksiyon ve ultrason destekli ekstraksiyon gibi yeni ve hizli ekstraksiyon
tekniklerine ihtiyag duyulmustur. Bu tekniklerde yiiksek basing ve/veya yiiksek
sicakliklarda ¢aligma imkani olmasi ekstraksiyon siiresini biiyiik oranda azaltmaktadir.
Basing dalgalarinin elastik yapidaki fiziksel ortamlardan yayilmasi sonucu ultrason
etkisi olugmaktadir [27]. Ultrasonun etkisiyle hiicre duvarlan hasar goriir ve ekstrakte
edilen maddelerin ortaya ¢ikmasi kolaylasir. Boylece ¢oziicii fazina daha fazla miktarda
madde aktarilmig olur. Ultrasonun kati-sivi ekstraksiyonunda kullanilmasinin baslica
sebebi hizli bir kinetik ve verim artisi saflamasidir. Buna ilaveten ultrasonik
ekstraksiyon diisik sicakliklarda da kullamilabildiginden dolayr sicakliga duyarh
maddeleri de ekstrakte edebilir. Ultrason, kullanimi daha kolay ve daha ucuz bir sistem
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olmasi dolayisiyla daha avantajhdir. Ultrason destekli ekstraksiyon yag ve esansiyel

yaglar, antioksidanlar gibi maddelerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir [28].

Mason ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda, ultrasonun gidalarin islenmesinde uygulanan
ekstraksiyon, kristalizasyon, dondurma, emiilsifikasyon, filtrasyon ve kurutmalarda
kullanilan 6zellikleri ile ilgili mekler verilmistir [29]. Wang ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢alismada bugday kepeginden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu yapilirken en
uygun islemin % 64’liik etanolle 60°C’de 25 dk stireyle uygulanan ultrasonik
ekstraksiyonla elde edildigi vurgulanmustir [30]. Wu ve arkadaslar: tarafindan yapilan
¢alismalarda gingseng saponinlerinin ekstraksiyonu isleminin ultrason destekli sistemde

geleneksel Soxhlet ekstraksiyonundan ii¢ kat daha hizli oldugu bulunmustur [31].

2.3.3. Basin¢h Coziicii Ekstraksiyonu (BSE)

Basingli ¢oziicii ekstraksiyonu mevcut ekstraksiyon tekniklerine bir alternatif olarak
geligtirilmigtir. 1990’1 yillarin basinda giindeme gelen bu ekstraksiyon teknigi mevcut
ekstraksiyon teknikleri ile karsilagtinildig1 zaman ¢oziicii kullanimi, zamandan tasarruf,
etkinlik ve tekrarlanabilirlik agilarindan daha avantajli oldugu kabul edilen bir kati-sivi
ekstraksiyon teknigidir [32]. Ekstraksiyon islemi, yiiksek sicaklik ve basing altinda
¢ozilciilerin vizkozitesini azaltarak ortami 1sitma kapasitesini artirmakta ve boylece
bilesenlerin ¢ozuniirligiint bilyikk &lgiide yiikseltmektedir. Normal sartlar altinda
ekstraksiyonlar su ile gergeklestirilemeyen bilesikler igin bu teknik kullanilarak suyun
karakteri degistirilip ekstraksiyonlari miimkiin hale getirilir. Su ile yapilan
ekstraksiyonlar, organik ¢oziiciilere oranla toksik olmamasi ve suyun cevre temizligi

i¢in uygun ve ucuz bir ¢bziicii olmasi nedeniyle daha avantajlidir [33].
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2.3.4. Mikrodalga Ekstraksiyonu

1970’lerin sonlarina dogru analitik kimya laboratuarinda kullanilmaya baslanan
Mikrodalga teknigi hizli, etkin ve modern yontemlerden biridir. Mikrodalgalar 0,3-300
GHz araliginda degisen elektromanyetik radyasyonlardir ve dogal iiriinler i¢in genel
olarak 2,5-75 GHz’de ekstraksiyon islemi uygulanmaktadir [32]. Kati tanecikler
tizerinde yogunlasan mikrodalga yardiml ekstraksiyon teknigi, ekstraksiyon siiresini
diistirmekte ve ¢ozilcii miktarini en aza indirmektedir. Bu ekstraksiyon tekniginin etkisi
biiyilkk oranda ¢6ziiciiniin igerigine, bitki materyaline ve uygulanan mikrodalganin
glictine baglidir. Mikrodalga ekstraksiyonuna sulardaki fenolik bilesiklerin kati faz
ekstraksiyonu, besin maddeleri icerisindeki vitamin miktarinin tayini, besinlerdeki

flavinlerin tayini 6rnek verilebilir [34].

Mikrodalga ekstraksiyon tekniginin avantaj ekstraksiyon siiresinin kisa olmasu,
kullanilan ¢6ziicii miktarinin az olmasi ve molekiiller arasi zayif hidrojen baglarim
yikmasidir. Mikrodalga yardimli ekstraksiyon, sicaklik ve basinei kontrol edilebilen
kapali kap icerisindeki kapali sistem ekstraksiyonu ve atmosferik basing altinda agik
kap icerisinde gergeklestirilen agik sistem ekstraksiyonu gibi iki farkli yéntem ile

gergeklestirilebilir [35].

2.3.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon

Stperkritik akiskan ekstraksiyonu yontemi son yillarda farmokoloji ve gida
endiistrisinde gokga kullaniimaktadir. Bu yontemle daha kisa siirede, daha az ¢oziicii
harcayarak gergeklestirilen ekstraksiyon normal kosullarda yiksek sicaklikta ¢oziinen

bilesikleri ayristirabilme 6zelliginden dolay: giderek daha fazla ilgi ¢ekmektedir [36].

Daha ¢ok ¢oziicii ekstraksiyonu olan stiperkritik akiskan ekstraksiyonunda organik
¢oziiciiler yerine, siiperkritik akiskan Ozelligi gosteren maddeler ¢oziicii olarak
kullanilmaktadir. Siiperkritik akiskanlar bir sivinin ¢dzme giiciine ve yogunluguna,
ayrica da bir gazin difiizyon kabiliyetine benzer szellikler gosterirler. Bundan dolay: bir
taraftan madde c¢oziiniirken diger taraftan da hizl; bir sekilde kiitle transferi
saglanmaktadir [37]. Siiperkritik bir akiskan olarak kullanilan karbondioksit (CO»),

maliyeti diisiik, kolaylikla bulunabilen, kullanimi kolay, saflik derecesi yiiksek ve
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gevreye zarar az oldugundan dolay: en ¢ok tercih edilen stiperkritik ¢oziiciilerdendir
[38].

Bir maddenin basing-sicaklik faz diyagraminda gaz-sivi denge egrisi ileriye dogru
hareket ettirilecek olursa, sicaklik ve basinci artar. Isil genlesmeler nedeniyle, sivinin
yogunlugu azalirken basincin artmasindan dolayr gazin yogunlugu artmaya baslar.
Giderek iki fazin yogunluklan birbirine yaklasir, gaz ve siv1 arasindaki farklar kaybolur
ve egri bir kritik noktaya gelir Bu noktada madde artik “akiskan” olarak
adlandirilabilir. Béylece maddenin sicakligi kritik sicakliginin (T.), basinci ise kritik
basincinin (P,) tizerine ¢ikartildiginda kati, sivi ve gaz fazlarindan daha farkli, yeni bir
bolge ortaya ¢ikar ve bu bolgede madde “siiperkritik akiskan (SA)” olarak tanimlanir
[39].

Siperiuitih
Alugian
Bolgesi
T205 - == T i e e e i
¢ | Kritik Nokta
:
Basing :
{atm) |
Kat :
|
|
|
|
!
i
|
%y [ E— - :
: Ugli Nokda 1

Sekil 2.9. Saf bir madde i¢in sicaklik-basing faz diyagramu

Stuperkntik akigkan ekstraksiyonunun avantajlart yaninda bu akiskanlarla ayirma
islemlerinin yiiksek basingta (6rnegin 80 atm gibi) gergeklesmesinden dolayr yiiksek
yatinm maliyeti ve yiiksek enerji gereksinimi gibi birkag dezavantaji da mevcuttur. Son
derece 6nemli olmasina ragmen goéz ardi edilen diger bir dezavantaji ise, stperkritik
akigkan olarak en ¢ok kullanilan CO, gaz tiiplerinin igeriginde bile var olan % 1-2’lik
oksijenin, antioksidanlar gibi oksijene hassas bilesikler ile tepkimeye girip az da olsa

bozunmalarina neden olmasidir [40].
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2.4. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlan
2.4.1. DPPH Radikal Siipiirme Etkisi

Ticari olarak elde edilebilen DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali organizmadaki
diger radikallerin aksine kararli ve uzun omurlii bir azot radikalidir. Serbest
clektronlardan birinin yer degistirmesi ile koyu menekse rengini olusturmaktadir [41].
Asagidaki sekilde DPPH’in yapisi ve bir antioksidan molekiili (A-H) ile tepkime

mekanizmasi birlikte verilmistir.

Q0 @T/Q

NH 5
0.N NO, + AH — O:N NO; Ae

NO, NO,

Sekil 2.10. DPPH (2,2.- difenil-1-pikrilhidrazil) radikalin yapisi ve A-H ile
reaksiyonu

DPPH radikali antioksidandan bir proton kopararak a,a-difenil-B-pikrilhidrazil
molekiiliine indirgenmis olur. Reaksiyon sonucu menekse rengindeki DPPH yavas
yavas agik sari bir renge donmeye baglar [42]. DPPH ¢Ozeltisinde rengin giderek
agilmasi, reaksiyondaki karisimin absorbansinin diismesi ve dolayisiyla da yitksek
radikal siipiirme kapasitesi anlammna gelmektedir [43]. DPPH ile analiz yapilirken belirli
miktarlarda alinan DPPH ¢ézeltisi ve numune ¢dzeltisi karistirilir ve tepkime
basladiktan sonra karisimin absorbansi sabit hale gelinceye kadar (yaklasik 50 dk)
beklenir. Absorbansin sabit hale geldigi DPPH radikalinin rengi agik sariya dondiigiinde
anlagilr. Daha sonra spektrofotometre ile absorbans okunur [44]. Cozelti
absorbansindaki fark 515-517 nm’de (en yiiksek absorbans degeri 515 nm de goriiliir)
UV-Gériiniir Bélge spektrofotometresi kullanilarak &l¢iiliir. Cézeltide kalan DPPH,
antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir. Baslangigtaki DPPH' Konsantrasyonunu
yartya diigiiren deger ECsp ya da ICs; olarak ifade edilir. Bu metot redoks tepkimeleri ile
antioksidanlarin serbest radikalleri stipirme  kabiliyetlerini degerlendirmek icin

kullanilan basit ve hizli bir ydntemdir. Birgok analizi ayni anda yapmaya imkan verir.
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Fakat DPPH yalmzca organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir, suda ¢dziinmez. Ayrica DPPH
molekiiliiniin sterik engellemesi de bilyiik molekiil yapisina sahip antioksidan bilesikler
s6z konusu oldugunda reaksiyonun yavaslamasina hatta durmasma dahij sebep
olabilmektedir [45, 46].

2.4.2. CUPRAC Bakr-II Iyonu indirgeme Antioxidan Kapasite Yontemi

Polifenolik bilegiklerin antioksidan kapasitelerini tayin etmek icin Apak ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen ve genel adi “Bakir (I) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
tayini” olan spektrofotometrik CUPRAC yontemi, antioksidan bilesiklerin varliginda
Cu(II)-Nc¢ (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) kompleksinin ¢ok yogun turuncu renkteki
Cu(I)-Nc’e doniigiimiiniin spektrofotometrik olarak izlenmesi esasina dayamir. 450
nm’deki maksimum absorbans1  6lciilmek suretiyle  antioksidan  kapasitesi
hesaplanmaktadir [47).
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ACIK MAVI CUPRAC REAKTIFI SARI TURUNCU MADDE

Sekil 2.11. CUPRAC yonteminde Cu (1I)’nin antioksidan madde ile Cu D’e
indirgemesi

Bu yéntem; Cu(II) kloriir ¢ozeltisi, (Nc) ¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7 tamponu)
¢ozltilerinin kangtinimasindan sonra antioksidan ekstraktlarinin eklenmesi ve 30 dk gibi
bir sire beklendikten sonra spektrofotometrede 450 nm’de absorbans degerlerinin
Ol¢lilmesinden ibarettir. Y&ntemin uygulanmas: ¢ok fazla uzmanlik gerektirmez,
kullanilan kimyasallar ucuz ve yontem askorbik asit, iirik asit, gallik asit ve kuersetin
gibi molekiiller i¢cin 10 dk gibi kisa bir siirede (naringin, naringenin gibi kompleks

molekiiller i¢in 30-60 dk) gergeklestigi igin avantajlidir [48].

19



2.4.3. FRAP Fe-III Indirgeme Antioksidan Giicii Yéntemi

FRAP yontemine gére diisiik pH'ta Fe'’iin Fe'?ye indirgenmesi, renksiz demir (II)
Tripridiltriazin (Fe™-TPTZ) kompleksinin antioksidanlar tarafindan rengi kuvvetli
mavi olan demir (II) tripridiltriazin (Fe*Z-TPTZ) kompleksine indirgenmesine
dayanmaktadir. Bu indirgenme reaksiyonu sonugta renkli [Fe (III) (TPTZ),Cls]
kompleksinin olusumuna neden olmaktadir. Olusan bu kompleks oksidan olarak
kullanilmaktadir. FRAP reaktifi spektrofotometre ile maksimum absorbans gostermis
oldugu 595 nm’de 6l¢iilmektedir [49, 50].

FRAP nispeten basit bir yéntem olmasina ragmen genellikle bitkilerde bulunan tnemli
bir antioksidan kaynagi olan glutatyon gibi antioksidanlarla ¢ok yavag bir tepkime
gostermektedir. Ancak bitkisel kaynak| glutatyonlar insanlar tarafindan ¢ok az absorbe

edildiklerinden bu dezavantaj ortadan kalkmaktadir Pl
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Sekil 2.12. FRAP reaktifi ile antioksidan bilesik arasindaki etkilesim
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2.4.4. Folin-Ciocalteu Toplam Fenolik Madde Tayin Yéntemi

Foolin-Ciocalteu (FC) y&ntemi, dogal numunelerin antioksidan indirgeme
kapasitelerinin tayin edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Kompleks mavi renkli bir
madde olup spektrometrede 750-765 nm’de genellikle gallik asit standardi kullanilarak
absorbanslar okunmaktadir. Sonuglar ise genellikle gallik asit esdegeri (GAE, pug/mL
veya mg/mL) olarak verilir. FC reaktifi fenolik bilesikler i¢in kullanilmasinin yaninda
ayni zamanda fenolik yapida olmayan aromatik aminler, kiikiirt dioksit, askorbik asit,
Cu(I) ve Fe(Il) gibi birgok bilesizi de indirgeme &zelligine sahiptir. Bundan dolay1
toplam fenolik maddenin belirlenmesinde uygun degildir [46, 52]. Fakat FC ile toplam
fenol tayini giivenilir, basit ve tekrarlanabilir oldugu igin tercih edilmektedir. Fenolik
bilesikler FC reaktifi ile sadece bazik kosullarda reaksiyona girebilmektedir (NaCO;
¢ozeltisi kullanilir ve pH 10’a ayarlanir) [42]. Aym1 zamanda FC ile elektron transferi
saglayan TEAC, DPPH ve ORAC gibi metodlar arasinda antioksidan kapasitelerinin
dlelimii bakimindan dogrusal bir korelasyon belirlenmistir [45, 53]. Bu ydntem uzun
sirede gergeklestirildigi icin rutin analizler icin uygulanmasi zordur. Sulu fazda

gergeklestigi i¢in lipofilik bilesiklere uygulanamamaktadir [46].

2.5. Hidroliz Reaksiyonlan

Siiper-isitilmis su (yiiksek basing altinda kaynama sicakhiginin iizerine kadar isitilmig
su) ve siiperkritik suyun potansiyeli yiiksektir. Normal sartlarda iyonik tiirler igin iyi bir
¢oziicii olan su, siiperkritik sartlarda iyonik olmayan tiirlere de uygulanabilecek sekilde
karakterini degistirir. Bu tiir ortamlarda su materyallere, normal kaynama sicakligindan
daha yiksek sicakliklarda uygulanabilmektedir. Iyonik ve polar tiirler, daha diisiik
sicakliklarda ekstrakte edilebilirler. Yiiksek sicakliklara, zellikle de kritik sicakliklara
yaklasildiginda polar olmayan maddeler de kolaylikla ¢bziinebilir ve karakterize
edilebilir. Basingli sicak su yiiksek bir reaktivite gosterir. Asitlerle katalize edilebilen
veya normalde hidrotermal doniisiimlerde kendiliginden gergeklesebilen bu tiir
reaksiyonlar ¢ogunlukla “hidroliz reaksiyonlar’” olarak adlandinilir. CO, de suda
¢6ziindiigiinde ortamin proton derisimini artirir ve bu durum da hidroliz reaksiyonlarin

katalizler. Dogal bitkisel materyallerin hidrolizinden yakit elde edilebildigi gibi, elde
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edilen hidrolizat iiriinlerinin antioksidan aktiviteleri gibi ozelliklerinin arastiriimasi, son

yillarda giderek artan bir ilgi gSrmektedir [54].

2.5.1. Yiiksek Basingh Su Ortaminda Hidroliz Reaksiyonlan

Basingli sicak su kullanilarak, bitkisel biyokiitleden seker, nisasta, seliiloz ve lignin gibi
bir dizi bilesik elde edilebilmektedir. Nisasta, selilloz ve hemi-seliiloz, sekerin
polimerleridir ve basit sekerlere doniistiiriilebilirler.  Nisastadan, dogrudan
mikroorganizmayla ve hidrolizle basit sekerler iiretilebilir ve bunlardan da son
zamanlarda sanayi Slgeginde gida ile yanisabilecek kapasiteye ulasan etanol (biyoetanol)
elde edilebilir. Selilloz ve hemi-seliiloz gliniimiizde gida iiretiminde kullanilmayan
tarimsal kaynaklardan elde edilerek basit sekerlere doniistiiriilebilirler. Fakat bugiine
kadar bilimsel ve teknolojik gelismeler bu islemi kurulu bir ticari isletmeye
dontistiirmeye izin vermemistit. Bir hidroliz reaksiyonunda bilesik su etkisiyle

asagidaki gibi pargalanir:
A-B + H-OH — A-H + B-OH

Bu reaksiyon herhangi bir asit ile katalizlenir. Oyle ki bu islem, ortamda ¢ziinebilecek
CO; ile dahi gergeklestirilebilir. Sicak su ortaminda olusan hidroliz reaksiyonlarina
siklikla termal reaksiyonlar (Piroliz) da eslik eder. Sicaklik arttikca bu termal

reaksiyonlar da daha dnemli hale gelir [55].

Bitkisel materyallerden elde edilebilecek ana iriinler ile bunlarin hidrotermal isleme

tabi tutulmalartyla kazanilacak kimyasal bilesik gruplari arasinda sunlar sayilabilirler:

Nigasta: Nisastanin hidroliz yardimiyla basit sekerlere doniisiimii bilinen eski bir
endiistriyel siirectir. Hidroliz reaksiyonlari mineral asitler tarafindan katalizlenir, ancak
bu siire¢ simdilerde yerini bio-déniisiim tekniklerine birakmaktadir. Bu reaksiyonlarda
mikroorganizmalar kullanilir, ancak proses olduk¢a yavastir, Mineral asitler yerine,
suda ¢oziinmiis CO;’in kullamldig1 bir siirecin uygunlugu iizerine gesitli calismalar
vapilmaktadir. Yapilan bir calismada ortama COy’ilave edilmesiyle glukoz veriminin %

5’ten % 60°a ¢iktig1 belirlenmistir [56].
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Seliiloz: Bitkinin ana bilesenlerinden olan selilloz, yitksek basingh su ile reaksiyona
girip basit ve oligomer sekerlere ve cesitli par¢alanma iirtinlerine (6rnegin, piruvaldehid
ve hidroksimetil furfural gibi) doniisiir [57]. Rapor edilen tiim ¢alismalara gore hidroliz
seliilozu, hizli bir sekilde glukoz olmayan sulu iriinlere, yaga, gesitli gazlara ve
kémiirlesmis atiklara parcalanabilen glukoz ve oligomerlere doniigtiirmede onemli bir

rol oynar.

Lignin: Bitkisel biyokiitlenin Snemli bir bilesenidir. Biyokiitlenin sivilastiriimasi
¢aligmalarina  gére  hidroliz, biyokiitleyi %  70-80’lere  varan oranlarda

sivilagtirabilmektedir [58].

Seker, Glikoz: Glikoz ve fruktoz’un ¢oziicll olarak su kullanilarak siiperkritik sartlarda
gergeklestirilen reaksiyonu da incelenmistir. Yiiksek sicakliklardaki siiperkritik su
icinde ve 80 MPa’a kadar olan basinglarda D-glikozun dehidrasyon ile 5-hidroksimetil
furfural, 1,2,4-benzentriol ve furfurale doniistiigli gozlemlenmistir. Yiiksek sicaklik ve

basing kosullarinda dehidrasyon ve hidroliz gibi reaksiyonlar giiclenmektedir.

2.5.2. Lignoseliilozik Materyallerde Hidroliz Reaksiyonlar:

Gida maddelerinin oksidatif etkilerden korunmasi ve raf Smiirlerinin artirilmasi icin
kullanilan modern sentetik antioksidanlarin, gerek uzun siirelj kullanimlarindan dogan
gesitli zararlar (6rnegin karsinojenik etki gibi), gerekse de tiiketicilerin dogal katki
maddelerine karsi artan ilgileri gibi sebeplerle dogal olanlarla degistirilmesi son
zamanlarda arastirma gruplarinin ilgisini ¢ekmektedir. Ancak, bu dogal antioksidan
gereksiniminin, gida olarak tiiketilen bitkisel materyallerden daha gok, tarim endiistrisi
ve ormancilik gibi faaliyetlerde yan iiriin olarak ortaya ¢ikan ve adina genel olarak
“lignoseliilozik materyal” denilen kaynaklardan karsilanmasina ybnelik ¢alismalara
gittikce daha fazla agirhk verilmektedir [59, 60]. Hidrotermal islemler (6zellikle
hidroliz) esnasinda, odunsu yapidaki lignin ve lignin-hemiseliiloze baglarinin kismi
depolimerizasyonu gerceklesir. Lignin, polisakkaritlere fenolik asitlerin seker
kismindan kovalent baglarla baglidir. Asidik hidroliz esnasinda ligninin biiyiik bir kismi
¢oziinmese de (buna Klason lignin ad: verilir), 6zellikle hiicre duvarinda hemiseliilozla

birlikte bulunan bir kismi asidik ortamda ¢Oziiniir (asit-goziiniir lignin). Asidik
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hidrolizde ele gegen bu kisim biitiinityle fenolik ya da polifenolik yapida kabul edilir
[60].

Asidik hidroliz esnasinda genellikle hemiseliilozlar ¢oziiniir ve seker oligomerleri ile
basit sekerleri ¢ozelti ortamina verirler. Bunlarin ticari Gnemi vardir. Omegin, seker
oligomerleri prebiyotik (sindirim sisteminde 6zellikle faydali bakteri iiremesini uyaran
ve sindirilemeyen yiyecek bilesenleri) olarak kullanilabilirlerken, basit sekerler ise
fermentasyon yoluyla etanol veya ksilitol tiretiminde karbon kaynagi olarak uygulama
alani  bulmuslardir [61,62]. Hidroliz islemi bu iki amagla gergeklestirilmisse,
ksilooligosakkaritlerin ~ derisimini  azalttiklarindan veya sekerlerin  mikrobiyal
mekanizmalarini inhibe ettiklerinden dolayi, seker olmayan iiriinlerin (6zellikle de
fenolik yapil1 bilegiklerin) ortamda bulunmasi istenmez. Bu sorunun iistesinden gelmek
igin, etil asetat ekstraksiyonu yapmak suretiyle, hidrolizat iiriinlerinin saflastirilmasi
yoluna gidilmistir [63]. Etil asetat i¢inde ¢oziinen kisim, antioksidan, antimikrobiyal ve
biyolojik aktivitesi oldugu diisiiniilen potansiyel olarak degerli fenolik bilesikler igerir.
Lignin dimer ve monomerlerinin aktif antioksidanlar oldugu rapor edilmistir. Oyle ki,
lignoseliilozik materyallerden elde edilen asidik hidrolizatin etil asetat ekstraktinin,
sentetik antioksidanlar olan BHA ve BHT’den daha yiiksek radikal siipiirme

kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir [60].

Ham ekstraktlarin saf bilesikler ya da saflagtirilmis fraksiyonlar yerine antioksidan
olarak kullanilmasina yonelik gesitli ¢alismalar vardir [64, 65]. Bu yaklasimin
ckonomik agidan bir avantaj tasimasi bir tarafa, bazi galismalarda ham ekstraktlarin
antioksidan  aktivitelerinin, incelenen saf ana bilesiklerden veya bunlarin
kanigimlarindan daha etkili olduklari ortaya konulmustur [66]. Bu durumun
muhtemelen, ¢ozelti ortaminda temas halinde olan birgok aktif bilesen arasindaki

sinerjistik etkiden kaynaklandig: diisiiniilmektedir [67].

Lignoseliilozik materyallerden hidrotermal islemler sonucunda elde edilen bazi bilesik

gruplari asagidaki Tablo 1°de verilmistir [68].
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Tablo 2.1. Bazi lignoseliilozik maddelerden elde edilen bilesik gruplar [68].

Lignoseliilozik Elde Edilen Bilesikler
Materyal
Kizil Mese Odunu Siringik asit, siringaldehit, vanillik
asit, vanillin [69, 70].
Zeytin Cekirdegi Vanillik asit, vanillin, siringik asit,
Kabugu Siringaldehit, tirozol,
hidroksitirozol [71].
Ladin Odunu Vanillin, dihidrokoniferil alkol,

koniferil aldehit, vanillik asit,

hidrokinon, katekol, asetoguaikon,

homovanillik asit, 4-
hidroksibenzoik asit [72].
Sekerkamisi Posasi Benzoik asit, kafeik asit, katekol,

ferulik  asit,  guaiakol,  4-
hidroksibenzaldehit, 4-
hidroksibenzoik asit, p-kumarik
asit, protokatekuik asit, fenol,
siringaldehit, vanillik asit, vanillin
[73].

Tablo 2.1°e bakildiginda, elde edilen bilesikler iginde, antioksidan aktiviteye sahip
olduklari bilinen “fenolik asitler” basta gelmektedir. Fenolik asitler, yesil bitkilerde
bulunan &nemli polifenolik bilesik siniflarindan birini teskil ederler. Ancak, bu
bilesiklerin normal ekstraksiyon islemlerinde bitkilerin sadece yesil kisimlarindan elde
edilebilmeleri, yukarida anlatilan ve bitkilerin odunsu kisimlarindan da elde

edilebilmelerine imkan veren hidrotermal islemlerin Snemini ortaya koymaktadir.
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2.6. Fenolik Asit Profilinin Belirlenmesinde Kullanilan HPLC-UV Metodu

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi birden fazla bilesen (pompa,
enjektor, kolon (sabit faz) ve dedektor) iceren hareketli bir fazin (¢0ziicii) sabit bir faz
icerisinden gegirilmesi islemidir. Hareketli fazin icindeki bilesenlerin sabit fazdaki
bilesenlere duyduklar ilgi siireleri farkli oldugundan sistemi farkli zamanlarda terk
ederler ve ayrilan bilesenlerin bu farkli siirelere gore verdikleri sinyaller dedektor
tarafindan tayin edilir. Bu da HPLC nin ne kadar verimli oldugunu ve kisa siirede ¢ok

iyi ayrimlar yapabildigini gostermektedir.

Kromatografik analiz siireci, hareketli fazin (¢Bziiciiniin) sisteme enjeksiyonuyla baslar.
Ayrilmanin gergeklestigi kolonda hareketli fazla birlikte kolona pompalanan &rnek
kolon iginde bilesenlerine ayrilmaya baglar. Bilesenlerin gonderdigi sinyaller dedektsr
tarafindan kaydedilir ve bilgisayara aktarilir. Bu sinyaller kromatogram olarak

adlandirilir.

HPLC uygulamalarinda hareketli faz tiiri ve bilesimi kromatografik performansi

etkileyen faktorlerden biridir. HPLC sistemlerinde kullanilan hareketli fazlar:

® Yilksek derecede saflik

® Dedektor ile uyumluluk

e Diisiik viskozite

e Ornegi ¢zebilme

e Kimyasal agidan inert olmas:

e Uygun fiyat gibi ortak 6zellikler tasimaktadirlar.

S fazda ¢6ziinen kimyasal maddelerin kolay ve hizli bir sekilde bilesenlerine
ayrilabildigi yiiksek duyarlilikta bir yontem olan HPLC, 1970’lerden giiniimiize kadar
laboratuarlarda ¢6ziinemeyen organik madde karigimlarinin - neredeyse hepsini

ayirabilmekte, saflastirma ve analiz igin yaygin olarak kullanilmaktadur.

HPLC sistemi icin kritik bir éneme sahip bilesenlerden en &nemlisi ayirmanin
gergeklestigi “kolon™dur. Standart bir kolon 250 mm uzunluk ve 4,6 mm i¢ ¢apindadir
ve sivi kromatografi kolonlarma 5 pm partikiil biytikliigiinde dolgu maddesi

doldurulmustur. Bir pompanin kapasitesi kolon ve partikiiliin boyutunu belirlemektedir.
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Daha uzun ve daha ince bir kolon demek daha kiigiik partikiil boyutu demektir ve bu da
iyi bir ayrim anlamma gelmektedir [74]. Kolonlarda gesitli dolgu maddeleri
kullanilmaktadir. HPLC igin kullanilan 3-10 um capindaki birgok gézenekli
mikropartikiilden (aliimina, sentetik regine, polistiren-divinilbenzen veya iyon
degistirici regineler gibi) genellikle silika olanlar yiiksek kolon verimine sahip

olduklarindan dolayi stvi kromatografisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [75].

HPLC igin ikinci kritik 6neme sahip kisim, ayrilmanin izlendigi ve kantitatif tayini
saglayan “dedektor’dilr. ideal bir dedektsr, kolondan gecen maddeyi hemen fark
edebilmeli ve bunu bir elektrik sinyaline  donlistiiriip  farkli  sapmalar
hesaplayabilmelidir. Ideal bir dedektér;

Cikardig1 giiriiltti miktar: az olan ve boylece ayrlan bilesenlerin kiigiik miktarlarini bile
tespit edebilir durumda olmalidir.

Sicakliktan ve hareketli faz kompozisyonundaki degisimlerden etkilenmemelidir.

Kolay kullanilabilir, saglam ve ucuz olmalidur.

Hiicreden hizli gegen dar pikleri bile aninda hesaplayacak hiza sahip olmalidir.

Gok kiigiik miktardaki bilesenleri bile tespit edebilmelidir.

HPLC de kullanilan iki tiir dedektor vardar:

Genel dedektorler: Hareketli faz ve drnek ¢Ozelti i¢indeki maddenin miktarlarini tayin

eder. Ornegin kirilma indisini Olgen dedektorler ve kiitle spektrofotometreleri.

Segici  dedektérler: Yalmzca ©mek ¢Ozeltisinin  Gzelliklerini  tayin etmede
kullanilmaktadir. Ornegin floresans, UV, FT-IR, elektrokimyasal, radyokimyasal
dedektorler [76].

HPLC i¢in Ugiincii kritik neme sahip kisim, ¢ok kisa bir siire igerisinde ok sayida
ornegin analizine imkan saglayan “enjeksiyon”dur. Ornek enjeksiyonu IpL-500pL
araligindaki hacimlerde kullanilmaktadir. HPLC'de ise ormek hacmi 1pL kadar
kiigiiktiir. Ornek halkasina bagli olarak alt: yollu bir valftan olusan enjeksiyon sistemi,
basing sabit tutularak yiikleme pozisyonunda bir siringa ile 6rnek halkanin icine enjekte
edilmektedir. Valf enjektorler yiksek tekrarlanabilirlik saglamaktadir ve genis bir

araliktaki &rnek hacimlerini yiiksek basingta ¢oziicii akigin1 durdurmaksizin enjeksiyon
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olanag: saglamaktadir. Ayni zamanda kolonun tikanmasina neden olan conta (septum)

icermemektedir [74].

HPLC igin dérdiincii kritik 6neme sahip kisim, belki de HPLC i¢in en dnemli kisim
olan “pompa”dir. Bir pompa sistemi yiiksek basinca dayanikli ve saglam bir yapida
olmali ve akis hiz1 i¢in gereken hassasiyetini saglayabilmelidir. Bir HPLC kolonundan
iyi performans elde etmek igin kiigiik hacimde partikiiller ve yiiksek basingta pompa
kullanilmalidir. HPLC’de siirgiilii ve pistonlu olmak iizere iki tiir pompa mevcuttur. Bir
pompanin debisi 0,1 mL/dk hassasiyetle ayarlanabilmektedir. Pompa hareketli fazdan
aldif1 ¢oziiciiyli enjeksiyona sistemine verir, ¢bziicii enjeksiyon sisteminden gectikten
sonra HPLC ayirma birimi olan kolona gelir ve maddeler kolon iginde birbirinden
ayrilir daha sonra tasiyici faz ile birlikte dedekttre gegerek derisimi 6lgiiliir. En son akis
hiicrelinde derigimi veya hizi degisen maddenin dedektor sinyalinde degisiklik olur ve

zamanina gore gelen sinyaller kaydedicide kaydedilir [77].
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2.7. Cahiyma Materyali Hakkinda Bilgi
Anemone albana Stev. subsp. armena
Familya: Ranunculaceae

Yaygin Ismi: Siniizit otu

Cok yilik otsu bir bitki olan A.4lbana bitkisinin habitatt yamag ve volkanik
yamaglardir. Minimum 2200 m ve maximum 4200 m arasindaki yiikseltiye sahip
yerlerde yetisen bu uzun 6miirlii bitki 4,5-20 e¢m uzunlugunda, kok sapi dik, radikal
yapraklari, gévde ve yaprak sap1 beyaz bir ortityle ortiilmiistiir. Tag yapraklart mor ve
sar1 renkte, dikdortgen daha gok sivri ve diiz goriinimliidiir. Yapraklarin boyu erkek

organlarinin 2/3’niin yarisi kadardir [78].

A.Albana bitkisinin iilkemizde yayilma alanlari: Amasya, Glimiigshane, Bayburt, Nigde,
Kayseri, Kars, Ardahan yoreleri iken; bitki ¢imen ve tag aralarinda yetismektedir. Halk
arasinda Siniizit otu olarak bilinen bitkinin yapraklari ve govdesi bas agrisi ve siniizit

icin tedavi amacli olarak kullanilmaktadir [79].

Kars’in Akyaka ilgesinde yasayan yore insanlari geleneksel olarak 4. Albana bitkisinin
taze yapraklarini ellerinde ezdikten sonra derin derin birkag kez soluduklarini, bunun
sonucunda bas agris1 ve ates sikayeti ile hastalanip birkag giin yatmak zorunda
kaldiklarini, tam iyilesme saglandiktan sonra ise siniizit agrilarinin dnemli derecede
azaldigin1 ve sonrasinda da bu rahatsizlia daha az oranda yakalandiklarini ifade
etmiglerdir. Ayrica kurutulmus siniizit otunu kaynattiktan sonra, karisimin buharini

soluyarak uyguladiklar kiirden de olumlu sonuglar aldiklarini eklemislerdir [80].
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Resim 2.2. 4 Albana (Sintizit otu) bitkisi (Dog. Dr. Fatma Giines arsivi).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Bitki Numunelerinin Eldesi

Anemone albana Stev. Subs. armena bitkisine ait numuneler Temmuz 2011 tarihinde
Kars’in Arpagay ve Akyaka ilgeleri sinirinda bulunan Kayaddven kéyii kirsalindan
toplandi. Bitkinin teshisi Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
béliimiinden Dog¢. Dr. Fatma GUNES tarafindan yapildiktan sonra toplanan
numuneler kirlerden arindirilmak iizere su ile yikanip yaprak, gévde ve kk olmak
tizere li¢ kisma ayrildi. Kok kismu atildr ve giinesten muhafaza edilerek laboratuvar
ortaminda kurumaya birakildi. Kuruyan numuneler bigak veya el yardimiyla ilk dnce

I-2 cm oluncaya kadar kiigiiltiildii. Daha sonra numuneler IKA A1l BASIC model

bir degirmende 6iitiiliip kiigiik par¢aciklar haline getirildi.

3.2. Cahsmada Kullamilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.2.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Deneyde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar: firmalar asagidaki Tablo 3.1°de

gosterilmistir,

Tablo 3.1. Kimyasallar ve satin alindiklari firmalar

Madde Ada Firmasi Madde Ada Firmas:

ABTS Sigma-Aldrich Katesin Sigma-Aldrich

Asetik  Asit (HPLC | Merck ve Fluka Metanol Sigma-Aldrich

derecede) (HPLC saflikta)

Aseton Merck Klorojenik asit Sigma-Aldrich

Asetonitril Sigma-Aldrich ve | Na,CO, Merck

(HPLC saflikta) Fluka

Askorbik asit Sigma-Aldrich NAOH Merk

(C vitamini)

Benzoik asit Sigma-Aldrich p-OH benzoik asit Sigma-Aldrich

BHT Sigma-Aldrich p-kumarik asit Sigma-Aldrich

Biitanol Sigma-Aldrich Protokatekualdehit Sigma-Aldrich ve
Fluka

DPPH Fluka ve  Sigma- | Protokatekuik asit Sigma-Aldrich

Aldrich
Etanol Merck Rozmarinik asit Sigma-Aldrich
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Tablo 3.1 devam ediyor

FeCl, Sigma-Aldrich Amonyum asetat Riadel-de haén
Ferulik asit Sigma-Aldrich ve | Siringaldehit Sigma-Aldrich
Fluka

Folin-Ciocalteu Fluka Siringik asit Sigma-Aldrich
Gallik asit Sigma-Aldrich TPTZ Sigma-Aldrich
Gentisik asit Sigma-Aldrich Troloks Sigma-Aldrich
HCI Merck Vanilik asit Sigma-Aldrich
izopropanol Sigma-Aldrich Vanilin Sigma-Aldrich
Kaffeik asit Sigma-Aldrich p-vanilin Sigma-Aldrich
sinapik asit Sigma-Aldrich Neokuproine Fluka

CuCl,.2H,0 Fluka Etil asetat Riadel-de haén

3.2.2 Cahsmalarda Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan cihazlar ve donanimlar

Cihaz Adi

Markas:

HPLC (Yiiksek Basingli/Performansl

Sivi Kromatografisi

Agilent 1100 Series Degasser (Gaz giderici)
Agilent 1100 Series VWD

(Ultraviyole Dedektor)

Agilent 1200 Series DAD

(Diyot Serili Dedektér)

Kolon

C18, Hichrom (250 mm x 4.6 mm id. 5 pm
partikiil)

Siringa Pompasi

Goldman syringe pump

UV-vis spektrofotometre

Ati UnicamUV2 ve Optizen pop

pH metre

Hanna Ph 211

Analitik terazi

Mettler Toledo MS204

Vorteks karistirici

IKA Vortex Genius 3

Ogiitiicii (Blender)

Waring commercial Blender

Su banyosu

Bibby R 100B

Isitic1l manyetik karistirici

Heidolph/MR 3001 K Hei-standart

Mikropipet

Gilson (10-100 pL)/(100-1000 pL), Genex Beta
(10-100 uL), Transferpette, Brand (100-1000
uL), BIOHIT PROLINE (20-200uL) ve
TRANSFERPETTE (0.5- 5 ml).

Derin dondurucu (-18 °C)

VESTEL
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Tablo 3.2 devam ediyor

Buzdolabi (+4 °C)

Arcelik

Etiiv

Binder ve Niive FN 120

Analitik terazi

SARTORIUS CP 224s

Vorteks karistrici

YELLOW LINE model

pH metre HANNA 206
Degirmen IKA All BASIC
Elek RETSCH AS 200 model

Déner buharlastirici

HEIDOLPH LABORAT 4000

Ultrasonik banyo

BANDELIN SONOREX 50/60 Hz 180/640 watt

{Germany)
Spektrofotometre THERMOSPECTRONIC HELIOS a UV/VIS
Kuvars kiivetler 1 em’ lik 1.4 mL hacimli standart kiivetler

3.3. Kullamlan Ekstraksiyon Teknikleri
3.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Daha 6nceden 6giitiilmiis halde bekleyen bitki numunesi elenerek parc¢acik boyutu
[25 pm’ den kii¢iik olan numuneler elde edildi. 0,1 mg hassasiyet ile tartilmis
yaklasik 3 gram bitki numunesi alinarak ekstraksiyon ¢oziiciisii ile vikanan kartus
igerisine konuldu. Kartus 100 mL’ lik Soxhlet ekstraktorii icerisine yerlestirildi.
Kaynama balonuna birka¢ kaynama tas: atilarak 150 mL metanol ¢dziiciisii konuldu.
Coziicii berrak bir hal alincaya kadar ekstrakte (30-35 sifon) edildi [24, 81].
Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanol kullanildi. Elde edilen ekstraktlar mavi band
stizge¢ kagidindan siizillerek partikiilleri uzaklastirildi ve sabit tartima getirilmis
balonlarda rotary evaporatér ile 35-45 °C’ de ¢oziciileri uguruldu. Elde edilen kuru
ekstraktlar en az 12 saat desikatérde bekletildikten sonra 0,1 mg hassasiyetle
tartildilar ve ayrilan ekstraksiyon ¢ozeltisi stok ¢ozelti haline getirilerek sisede
toplandi. Stok ¢ozelti kabimin bos kismi azot gazi ile degistirilerek giines 15131

almayacak sekilde +4 °C’ de ileri analizler icin muhafaza edildi.
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3.3.2. Ultrasonik Dalga Yardimh Ekstraksiyon

Daha &nceden &giitiilmiis hazirda bekletilen 125 pm’den kiigiikk olan pargacik
bilytikliigiindeki numuneler kullanilarak yapilan ultrasonik banyo ekstraksiyonu
Wang ve arkadaslarimin kullandiklar: ultrasonik banyo ekstraksiyonu yénteminin
kilgiik bir degisiklige ugratilarak uygulanmis halidir [82]. Ekstraksiyon islem igin
yaklagik 3 g kadar 0,1 mg hassasiyetle tartilmis numune 250 mL’lik bir erlene
konuldu ve 100 ml ekstraksiyon ¢ozilciisii (metanol) ilave edildi. Agzi siki bir sekilde
kapatilan erlen sicakligi 25-30 °C’ye sabitlenmis Bandelin Sonorex (50/60 Hz,
180/640 watt Germany) model bir ultrasonik banyoda 1 saat (her 5 dk da bir
karistirilarak) siireyle ekstrakte edildi. Daha sonra ekstrakt siiziilerek kati kisim
tizerine 100 ml daha ¢6ziicii konuldu ve bu sefer 30 dk bekletilerek ekstrakte edildi.
Ayni islem 15 dk’lik bir siire igin tekrar edildi. Elde edilen ardisik ii¢ zamandaki
¢ozeltiler karistirilarak mavi bant siizge¢ kagidindan siiziilerek sabit tartima
getirilmis bir balona aktarildi ve déner buharlastiricda ¢bziiciileri ucurularak
tartilmak suretiyle miktarlari belirlendi. Tartilan ekstraktlar, ekstraksiyon ¢oziiciisii
(metanol) ile tekrar 50 mL’lik balon jojelerde ¢oziilerek stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Azot atmosferinden gegirilen numuneler +4 °C’de muhafaza edildiler. Bu iglemler iig

paralel olarak yapildi.

3.3.3. Hidrolizat Ekstraktlarinm Eldesi

Dogal bitkisel materyalleri elde etmede kullanilan hidroliz ekstraksiyonu, Gonzalez
ve arkadaglarinin [55] kullandig hidroliz ekstraksiyonu yéntemi hafif bir degisiklige
ugratilarak uygulanmistir. A. Albana bitkisinin gbvdesine uygulanan hidroliz
isleminde 1:10 oraninda 8 gr’lik madde tartilarak 80 ml %3’likk H,SO, ¢ozeltisi ile
karigtirilip YELLOWLine TC3 bir isiticida iizeri cam saat ile kapatilarak ¢6zelti
isitilmaya baslandi. Cézeltide kaynama baslayinca (82-92 "C’de) iki buguk saat
stireyle hidroliz islemine baslandi. Hidroliz islemi tamamlandiktan sonra mavi bant
stizge¢ kagidi kullanilarak siizme islemi yapildiktan sonra 50 ml etil asetat eklenip
iyice ¢alkalandiktan sonra 2 saat siire ile ayrilmaya birakildi. Ayrilma islemi bittikten
sonra ¢oziinen madde etrafi aliiminyum folyo ile kaplt bir cam balona alinip geriye

etil asetat icerisindeki ¢ziinmemis maddeye tekrar etil asetat ilave edilip ayrilmaya
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birakildi. Bu islem etil asetat fazi berraklasana kadar (4 defa) tekrar edildi.
Coziinmiis olarak elde edilen madde evaporatorde kurutulduktan sonra sabit tartima
getirildi ve tartilip 50 mL metanolde stok ¢ozeltisi elde edildi. Bu islem iig ayri

paralel i¢in tekrar edildi.

3.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini yontemi Folin-Ciocalteu yOntemine gére yapilmistir.
Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak Slinkard ve Singleton’un metodu [84] hafif
degisikliklerle uygulanmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit metanol icerisinde
¢oziinerek 15,63; 31,25; 62,5; 125: 250; 500; 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda elde
edilen 7 standart gallik asit ¢ozeltisi kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Bunun igin, elde edilen 7 farkls konsantrasyondaki ¢ozeltilerin her birinden 50 uL
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; ilave edildi.
Tekrar vorteksleme islemi yapildiktan 2 saat sonra Thermospectronic Helios a marka
UV cihazi kullanilarak 765 nm’de absorbans degerleri okundu. Gallik asit
standartlarinin  konsantrasyonlan absorbans farklarina karsi grafige gegirilerek,
kalibrasyon grafigi elde edildi. Ayni prosediir, her bir ekstraksiyon metodu icin elde
edilen ii¢ paralel stok ¢ézeltiden alinan esit miktarlarin karistiriimas; suretiyle
olusturulan sabit konsantrasyonlu ortak gozeltiye de uygulandi. Bu cOzeltiden
hazirlanan ii¢ paralelin 765 nm’de absorbanslar okundu. Kér olarak saf su kullanildi

ve kor absorbansi A1 ve ii¢ paralelin absorbans ortalamas: A2 olmak iizere
AA=A2- Al

esitligi kullanilarak absorbans farklari hesapland. Elde edilen 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.
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3.5. Antioksidan Aktivite Tayini Metodu Segimi

Elektron transferine dayanan bu yontemler, bir reaksiyon karisimi igerisinde
antioksidan ve oksidan olmak iizere iki bilesen olusturmaktadir. Oksidan olan
bilesenin antioksidan olan bilesenden bir elektron almas: ile metal, karbonil ve
radikal iceren bilesikler indirgenmektedir. Boylece oksidan madde renk degisimine
ugramaktadir. Oksidan maddesindeki rengin degisme miktar1 antioksidan madde
derisiminin miktar1 ile orantilidir [42]. Elektron transferine dayanan yontemler asidik
(FRAP), bazik (toplam fenolik icerik), nétr (TEAC) kosullarda, daha hizli
gerceklestirilebilen ve yontemin uygulanmas: kolay oldugundan gokea tercih edilen
yontemler grubudur. Bu yontemler arasindan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikal siipiirme yontemi, CUPRAC Cu(ll) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi,
FRAP Fe-lII Iyonu Indirgeme Antioksidan Giicii Yontemi ve Folin-Ciocalteu
Toplam Fenolik Madde Tayin Yontemleri tercih edilmistir. Bu ydntemler arasinda

genellikle lineer bir iliski mevcuttur [41].

3.5.1. DPPH Radikal Siipiirme Yéntemi

Uygulanan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemi Cuendet ve arkadaslarinin
metodunun [83] kiigiik bir degisiklik yapilarak kullanimis halidir. Hazir halde
bekletilen stok cozeltilerden konsantrasyonlar 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500:;
1000 pg/mL olan ekstraktlar hazirlandi. Seyreltilen numune ekstraktlarindan 750 pL
ve metanol ¢ozeltisinde hazirlanmis DPPH radikalinin 1.10™ M’k ¢Bzeltisinden de
750 uL miktarlarinda alinip vortekslendi ve karanlik ortamda 50 dk bekletildikten
sonra THERMOSPECTRONIC HELIOS o UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 517
nm (DPPH yontemi igin kullaniian maksimum dalga boyu) dalga boyunda &l¢iimleri
yapildi. Her bir numunenin ii¢ ayri paraleli birlestirilip konsantrasyon ortalamalar:
alindr ve bu sekilde absorbanslar: olciildii. Numune kérleri icin 750 pL numune
ahnip {izerine etanol icerisinde hazirlanmis 100 pM’lik DPPH ¢ézeltisinden 750 pL
ilave edildi. Kontrol ¢ozeltisi ise ¢ paralel olarak hazirlandi, kontrol tiiplerine 100
uM’lik DPPH c¢ozeltisinden 750 pl ve 750 uL DPPH ¢ozeltisinin ¢oziiciisii olan
metanol konuldu ve 50 dk sonra 517 nm’de absorbanslar1 okundu. Karsilastirma
maddesi olarak kullanilan BHT ve Trolox icin de 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500;
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1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilere de ayni islemler
uygulanarak absorbanslar1 spektrofotometrede okunmustur. Elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasindan kérlerin ortalamas; ¢ikartilarak standartlar ve numuneler
igin  kalibrasyon grafigi cizilmistir, Elde edilen grafikten ICsp (radikal
konsantrasyonunu yariya diigiiren deger) hesaplandi. ICsy degerleri, kontrol
¢ozeltilerine karsilik gelen absorbanslarin ortalamalarinin ikiye béliinmesi ile elde
edilen degerlerin kalibrasyon grafiginin dogru denkleminde “y” degeri yerine
konulmasiyla kargilik gelen konsantrasyondan bulundu. % Radikal giderme oranlari

ise:

% Radikal stiptirme = A0=Ar |0
Ay

esitligi kullanilarak hesaplandi.
Ao; Kontrol ¢ozeltilerinin absorbans ortalamas:

A1; Numune absorbanslarinin ortalamasindan kor absorbansi farki.

3.5.2. CUPRAC (Cu (II) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi) Yontemi

Apak ve arkadaslarinin ySntemi [85] uygulanarak gerceklestirilen bu deneyde, 1072
M Cu (II) igin, CuCly HO’den 0,4262 g tartilip su ile 250 mL’ye tamamlandi. 1 M
NHsAc’dan (pH=7) 19,27 g tartilip alindi ve su ile 250 mL’ye tamamlandi. 7,5x107
M neokuprin (Nc) ¢ozeltisi icin 0,0390 g’lik  neokuprin (2,9-dimethyl-1,10-
phenantroline) tartilip % 96’lik etil alkolde ¢ozillerek 25 mL’ye seyreltildi.
Karsilagtirma maddesi olarak %96’Iik etil alkolde hazirlamnmis 10° M troloks
¢ozeltisi kullanildi. Cu(1l) ¢ozeltisi, N¢ ¢Ozeltisi ve amonyum asetat tamponundan
sirastyla 1’er mL alinip bir tiip icerisinde karigtirildi. Tiipteki karisim iizerine (x) mL
Ornek ¢ozeltisi (veya standart madde) ve (1,1-x) mL su ilave edilerek vortekslendi.
Ttupler kapaklar iyice kapatilarak karanlik ortamda bir saat stireyle beklemeye alindi.

Daha sonra 450 nm’de kére kars: absorbanslari okundu,
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Troloks’un metanoldeki ¢ozeltisinden (50, 100, 150, 200, 250 pl konsantrasyonda)
0,5 mL, 0,1 mL, 0,15 mL, 0,2 mL, 0,25 mL alinip iizerine sirasiyla 1’er mL Cu(ID),
Nec, NHsAc eklendi ve hacmin 4.1 mL’ye tamamlanmast igin (1,1-x) mL saf su
ilavesi yapildi. Kér icin antioksidan maddeler yerine su kullanilip 1 saat bekleme
stiresinden sonra 450 nm’de absorbanslar okundu. Okunan absorbans degerleri
kalibrasyon dogru denkleminde yerine yazilarak numune miktarlari mol TEAK/g

kuru numune olarak ifade edildi.

3.5.3. FRAP (Fe (II) iyonu indirgeme Antioksidan Giicii) Yontemi

Dogal iiriinlerden elde edilen ekstraktlardaki antioksidan bilesenlerin serbest
radikalleri indirgeme giiciinii belirleme yontemlerinin en sik kullanilanlarindan biri
olan FRAP testleri i¢in Benzie ve arkadaslarinin yontemi [86] hafif bir degisiklikle
kullanilmistir. FRAP reaktifi A, B, C ¢Ozeltilerinin ayr1 ayri hazirlanmasindan sonra
bu ¢ozeltilerin belli miktar ve siraya gore karistirilmasi suretiyle hazirlanmistir.

Karsilagtirma maddesi olarak troloks kullanilmigtir.

A Cozeltisinin Hazirlanmasi: A ¢ozeltisi igin 2,5 mL asetik asit alinip su ile 40
mL’ye tamamlanir. 0,5 molar NaOH ile pH 3,6’ya ayarlanarak 90 mL metanol

eklenmesi ile toplam hacim 150 mL’ye tamamlanir.

B Cozeltisinin (TPTZ) Hazirlanmasi: B ¢ozeltisi igin 0,0486 gr TPTZ tartilip 100 um
6 mL HCI'de g¢oziinditkten sonra 9 ml metanol eklenerek hacim 15 mL’ye

tamamlanir.

C Cozeltisinin (FeCl;) Hazirlanmasi: 0,0811 gr FeCls.6H,0 tartilip 6 mL suda

¢Oziindiikten sonra 9 mL metanol eklenerek toplam hacim 15 mL’ye tamamlanir.

A, B, C ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra A ¢ozeltisi lizerine 15 mL B ¢ozeltisi ilave
edilip kanstirir ve C ¢ozeltisinin  tamamu by karigima ilave edilip iyice
kangtirildiktan sonra karanlik ortamda deney yapilincaya kadar muhafaza edilir.
Hazirlanan FRAP reaktifinin maximum bekleme siiresi 50 dk oldugundan bu siire
icerisinde deneysel islemler tamamlanmis olmalidir. Ayrica taze iken hemen

kullanilmasi maximum absorbans araliginda degerler vermesini saglar. 10°um
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Troloks’un 600, 300, 150, 75, 37,5 ul’lik absorbanslardaki kalibrasyon grafigi
kullanildi. Bes deney tiipii alinip {i¢ tanesine numuneden 100’er uL ve 3 mL FRAP
reaktifi, bir deney tiipiine numune kérii (100 pL numune ¢bziiciisii) ve 3 mL FRAP
reaktifi, kalan bir deney tilpiine ise 100 ML numune ve 3 mL % 60’lik metanol
¢ozeltisi ilave edildi. Bu suretle numuneler seyreltildikten sonra 20 dk inkiibasyon
siiresi dolan tiip kiivete aktarildi ve 595 nm’de UNICAM UV-100 UV/VISIBLE

marka bir spektrofotometrede absorbansi okundu.

3.6. Fenolik Asit Profilini Belirlemede Yéntem Secimi

Gida maddelerindeki en onemli antioksidan etkilj bilesik gruplarindan olan fenolik
asitlerin ekstraktlardaki profilini belirlemek amaciyla arastirmacilar tarafindan birgok
y6ntem kullanilmistir [87]. Bu yontemlerin ozelligi genellikle bazi fenolik asit
gruplarina veya fenolik asitlerin belli formlarina gore ayarlanmis olmalaridir. Fenolik
asitler genel olarak su, metanol, aseton veya bunlarin belli oranlardaki
karigimlarindan elde edilen ¢oziiciilerle ekstrakte edilmektedirler. Sivi kromatografi-
kiitle spektrometresi (LC-MC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS),
ince tabaka kromatografisi (TLC) ve ters faz sivi kromatografisi (RP-HPLC) fenolik
asit profillerinin belirlenmesinde siklhikla kullanilmistir [88-91]. Bu metodlarin her
birinin analitik ¢alismalarda ¢ok kullanigh olduklari kanitlanmugtir. Ozellikle de bu
calismada kullanilan ters faz sivi kromatografisi (RP-HPLC) fenolik asitlerin

belirlenmesinde kullanilan en yaygin yéntemlerdendir [92].
3.6.1. Yontem Gelistirme

Kromatografik analizler asetik asit. modifiye olmus asetonitril (CH;CN, ACN) ve
sulu haldeki fazlara uygulanan gradient programi C18 (Agilent) kolonu ile bitki
ekstraktlarinin fenolik bilesimlerini ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Hareketlj
fazda fenolik asitleri protonlastrmak igin formik asit (HCOOH), asetik asit
(CH;COOH), trifloroasetik asit (TFA) ve fosforik asit (H3POy) gibi asitligi modifiye
ediciler kullanilarak fenolik asit piklerinin sekilleri ve ¢oziiniirliiklerinin artirilmas:
hedeflenir [93].
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3.6.2. HPLC-UV-DAD Kosullar

HPLC-UV-DAD analizleri Agilent (Almanya)’dan degazer, ultraviyole dedektér
(1100 serisi) ve DAD (diyot serili dedektdr 1200 serisi) donammina sahip bir HPLC
cihazinda Chemstation (Agilent) programi ile kontrol edilerek yapildi. Tim
analizlerde C18 kolon (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 pum partikiil) kullam;dl. Hareketli
faz (A) metanol, (B) 50/50 (v/v) asetonitril/su igindeki % 0,5 (v/v) asetik asit
¢ozeltisi, (C) % 2 (v/v) asetik asitin sudaki ¢Ozeltisi, (D) asetonitril ¢6zeltilerinden
olusmaktadir. Elisyonda takip eden gradiyent kullanild. Enjeksiyon hacmi 20 pl ve
akig hizi 1,2 ml/dk olarak ayarlanan dedektsr 280 nm dalga boyunda c¢alistirild.
Metod 45 dk da sonlanacak sekilde ayarlandi. Kolonda ayirma iglemi yapildiktan
sonra saf su ile 10 dk yikama yapilmakta boylece kolonda kalan maddelerin
uzaklastirilmasi: hedeflenmektedir. Bu yikama metodu gradiyent olarak hazirlanmig

ve asagidaki ¢izelgede gosterilmistir.
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Tablo 3.3. Numune yiiriitmesinde kullanilan gradient program

Zaman %B %C %D Akis hiza Maksimum
(dk) cozlicisi  ¢Oziclsi coOziiciisl (mL/dk) Basing
(bar)

0.00 10.0 90.0 0.0 0.700 275
28.00 50.0 50.0 0.0 0.700 275
32.00 90.0 10.0 0.0 0.700 275
35.00 20.0 0.0 80.0 0.700 275
42.00 20.0 0.0 80.0 0.700 275
44.00 10.0 90.0 0.0 0.700 275
45.00 10.0 90.0 0.0 0.700 273

A ¢dziicisi, numuneler arasi yiirlitmelerde uygulanan yikama programinda
kullanilmastir.
*A: metanol

B: %0,5 Asetik asit (50/50, su-asetonitril karisiminda)

C: %2 Asectik asit (suda)

D: Asetonitril

3.6.3. Standart ve Kalibrasyon

Hazirlanan tim stok c¢ozeltiler % 40°lik metanol ¢6zeltisi igerisinde 50 mg/mL
konsantrasyonda hazirlandi. Enjeksiyon ¢ozeltileri, 15 standardin yukarida anlatildig
sekilde hazirlanan stok cdzeltilerinin her birinden 25 pL alimip 2 ml’lik ependorf
kapakli tiiplerde metanol ile seyreltilmesiyle hazirlandi, analiz yapilirken 20 pL
enjekte edildi. Her bir standardin konsantrasyonuna karsilik gelen maksimum
konsantrasyondaki pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi. Biitiin
standartlarin (gallik asit, protokatekuik asit, protokatekaldehit, vanilik asit, vanillin,
benzoik asit, siringik asit, p-OH benzoik asit, kafeik asit, siringaldehit, p-kumarik
asit, ferulik asit, sinapik asit, gentisik asit, klorogenik asit) kalibrasyonu igin
kullanilan dalga boyu 280 nm’dir. Ayrica her standart i¢in kullanilan maksimum
dalga boylan su sekildedir: protokatekuik asit, vanilik asit i¢in 260 nm, gallik asit,

siringik asit, i¢in 274 nm, protokatekualdehit, vanilin icin 280 nm, p-kumarik asit
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asit, ferulik asit, sinapik asit, gentisik asit, klorogenik asit) kalibrasyonu icin
kullamlan dalga boyu 280 nm’dir. Aynica her standart i¢in kullanilan maksimum
dalga boylar su sekildedir: protokatekuik asit, vanilik asit i¢in 260 nm, gallik asit,
siringik asit, i¢in 274 nm, protokatekualdehit, vanilin icin 280 nm, p-kumarik asit,
siringaldehit igin 308, klorogenik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit, gentisik
asit i¢in 324 nm. HPLC analizlerinde kullanilan standartlar, molekiil sekilleri,
molekiil agirliklar1 ve DAD’da gosterdikleri maksimum dalga boylar1 asagidaki

tabloda gsterilmistir.

Tablo 3.4. HPLC analizlerinde kullanilan standartlar

Standardin Standardin agik yapisi Standardin DAD’da
adi Molekiil maksimum
agirhg dalga boyu
(nm)
\ OH
Gallik asit 170,12 274
HO OH
OH
0\ OH
Protokatekuik 154,12 260
asit OH
OH
(@)
N H
Protokatekuik 138,12 280
aldehit OH
OH
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Tablo 3.4. devam ediyor

OH
O
X
Vanilin 152,15 280
__CHy
OH
=0
Siringaldehit 182,18 308
H;CO OCHj
OH
p-Kumarik asit HM 164,16 308
OH
0
Benzoik asit @’*OH 122,12 240
o CH;0
Ferulik asit OH 194,19 324
HO
O
H,C

Sinapik asit 324

> OH
22421
HO
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Tablo 3.4. devam ediyor

0\ OH
p-OH benzoik 138,12 260
asit
OH
HO,
7 CO,H
i /
Ho' ;7O
Klorojenik asit 168.15 324
OH OH
OH
0\ H
Vanillik asit 354,17 260
OCH;
OH
0]
HO
- OH
Kafeik asit 180.10 324
HO
OH
H5C OCH;
Siringik asit 198,17 274
0% “Sou

44




Tablo 3.4. devam ediyor

OH
5 (K /OH OH
Rozmarinik 360,31 324
asit N 0O
O\ OH
H
Gentisik asit 154,12 324
HO
OH
HO O . I©:OH
Katesin 290,27 274
OH
HO
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ekstraksiyonlardan Elde Edilen Verim Yiizdeleri

Yapilan ekstraksiyon deneylerinin verimleri hesaplanarak asagidaki Tablo 4.1°de

verilmistir. Ekstraksiyon verim yiizdeleri:
% Verim = [Kuru Ekstrakt Miktari/Havada Kuru Numune Miktar1] x 100
esitligi kullamlarak hesapland.

Tablo 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

Ekstrakt* % Ekstraksiyon Verimi
SOX 24.95+1.30
ULT 21,00+1,34
HID 1,60+0,07

* SOX: Soxhlet ekstraksiyonu (yapraklara uygulandi); ULT: Ultrasonik banyo ekstraksiyonu (yapraklara
uygulandr); HID: Hidroliz islemi (sadece gévde kismina uygulandy).

Tablo 4.1°de verilen verim yizdeleri siitun grafik haline getirilerek Sekil 4.1°de

verilmistir.

30,00

24,95

25,00

20,00

15,00 r

% Verim

10,00

5,00 -

0,00 !
SOX ULT HID
Ekstraksiyon Teknigi

Sekil 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri
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Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de goriildiigii gibi en yilksek ekstraksiyon verimi Soxhlet
ekstraksiyonundan elde edilmistir. Bitkinin govdesine uygulanan hidroliz isleminde
kullanilan madde miktari (yaklasik 8,0 8), bitkinin yaprag ile gergeklestirilen Soxhlet
ve ultrasonik banyo ekstraksiyonlarina kullanilan miktara (yaklasik 3,0 g) gére daha
fazla olmasina ragmen verimi en disiik ¢ikmustir. Ancak burada hidroliz isleminde elde
edilen hidrolizatin tamaminin degil, sadece bu hidrolizata uygulanan ikinci bir
ekstraksiyon islemiyle elde edilen etil asetat ekstraktlarmin ~ kullanildig:
unutulmamalidir. Yani hidrolizatin sadece etil asetatta ¢oziinen kismi dikkate alinmis
geri kalan kismi atilmigtir. Ayrica bitkinin yaprak kisminin gévde kismindan daha farkls
bilesenlere sahip olabilecegi diistiniildiigiinde de verim yiizdeleri arasindaki mevcut fark

izah edilebilirdir.

Uygulanan istatistiksel iglemlerde Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraksiyonlarinin
ekstraksiyon verimleri kargilastirilmig, bitkinin farkli bir kismna uygulandigi igin
hidroliz ekstraktlar1 bu karsilastirmaya dahil edilmemistir. % 95 giiven seviyesinde
uygulanan t testi (Student’s t-Test), ultrasonik banyo ekstraksiyonunun veriminin,
Soxhlet ekstraksiyonunda elde edilene gore anlamli derecede daha diisiik oldugunu
ortaya koymustur (p<0,05). Bu durum, Soxhlet ekstraksiyonunda uygulanan daha

yiiksek sicaklik ve daha uzun ekstraksiyon siiresinin birlesik etkisine baglanmustir.
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4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

Numunelerin toplam toplam fenolik madde igerigini tayin etmek igin kullanilan

kalibrasyon grafigi Sekil 4.2’de gosterilmistir. Grafik gallik asit kullamilarak hazirlandi.

0,7
{ y =1,2512x + 0,0226
06 F R?=0,9983
o 0.5
=
i
wvi 0;4
=4
8
= 03
wv
0
= g2
07l
0 Il 1 i 1 1
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (mg GAE/mL)
| I

Sekil 4.2. Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi

Tablo 4.2. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri

Ekstrakt * Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg
GAE/100 g kuru numune)

SOX 2,79+0,20
ULT 2,21+0,20
HID 0,07+0.02

* SOX: Soxhlet ekstraksiyonu (yaprak): ULT: Ultrasonik banyo ekstraksiyonu (vaprak): HID; Hidroliz

islemu (govde).

Tablo 4.2°de hazirlanan karsilagtirmali toplam fenolik madde igerigi grafigi Sekil 4.3te

verilmigtir,
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Sekil 4.3. Ekstraktlarin karsilagtirmali toplam fenolik madde igerikleri

Sekil 4.3’¢ bakildiginda ilk gdze g¢arpan husus, hidroliz isleminden elde edilen
ekstraktin toplam fenolik madde igeriginin, Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlarinin
toplam fenolik madde igerigi degerlerinden ¢ok daha disiik oldugudur. Soxhlet ekstrakt
igin elde edilen deger ultrasonik banyo ekstrakti igin elde edilenden biraz daha iyi gibi
gozilkmektedir. Fakat 1statistiksel olarak, % 95 giiven seviyesinde aralarinda anlamli bir
fark olmadig ortaya konulmustur (p>0,05). Ultrasonik banyo tekniginde uygulanan
daha dusik sicaklik ve ekstraksiyon siiresine ragmen, Soxhlet teknigi ile elde edilen
toplam fenolik madde miktarina esdeger bir defer ortaya koymus olmas: dikkat
¢ekicidir. Bu durum, fenolik yapili bilesenlerin ultrasonik dalga destekli uygulamalarda
Soxhlet teknigine gore daha kolay bir sekilde matriks yapisindan ayrilarak ¢ozelti
ortamina gegebildikleri hususunun yani sira, Folin reaktifi ile reaksiyona girebilen ve
fenolik yapili olmayan bilesen gruplarinin da ultrasonik dalga destekli uygulamalarda
daha fazla ekstrakte olabildiklerini akla getirmektedir. Ciinkii Folin reaktifinin sadece
fenolik yapili bilesiklere karsi yiikseltgeyici 6zelligi olmadigy, diger indirgeyici

bilesenlerle de reaksiyon verebildigi bilinmektedir [46, 52].
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4.3. DPPH Radikal Giderme Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde
Edilen Bulgular

Bu yontemde, uygulanan ekstraktin antioksidan aktivitesi ortamdaki serbest radikalleri
stiptirebilme kapasitesine baglidir. DPPH radikali, kullanilan diger radikallere gore daha
kararli bir yapidadir ve reaksiyon nispeten daha kisa siirede gergeklestigi icin

antioksidan aktivitenin belirlenmesinde ¢okea kullanilmaktadir

Ekstraktlarin ve karsilagtirma maddeleri olarak kullanilan Trolox ve BHT’nin, DPPH
radikali konsantrasyonunu % 50 oraninda azalttiklari konsantrasyon degerleri, yani ICsg
deBerleri Tablo 4.3’te, bu degerlerden hazirlanan karsilastirma grafigi Sekil 4.4°te

verilmistir.

Tablo 4.3. Ekstraktlarin ve karsilastirma maddelerinin 1Cso degerleri

Ekstrakt* ICso degeri (ug/mL)
SOX 59,37+1,85
ULT 57,43+1,08
HID 35,33%1,24
BHT 14,37+0,79
TROLOKS 11,17+0,28

* SOX: Soxhlet ekstraksiyonu (yaprak); ULT: Ultrasonik banyo ekstraksiyonu (yaprak); HiD; Hidroliz

islemi (govde).
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Sekil 4.4, Ekstraktlarin ve karsilagtirma maddelerinin, DPPH radikali

konsantrasyonunu % 50 oraninda azalttiklari konsantrasyon degerleri.

Sekil 4.4’e bakildiginda, en 1y1 radikal siipiirme degerlerini karsilastirma maddeleri olan
BHT ve Troloks’un sergiledikleri gorilmektedir (daha disik deger daha yiiksek
antioksidan aktivitesi anlamina gelmektedir). Kargilagirma maddelerinden 1Cs, degeri
11,17 pg/mL olan Troloks ve 14,37 ug/mL olan BHT ye bakildiginda, Troloks un
radikal stpiiriici etkisinin BHT den daha yiiksek oldugu gorilmektedir. 4.Albana
bitkisine ait Soxhlet, ultrasonik banyo ve hidroliz islemi ekstraktlarinin  ICsg
degerlerinin, kargilastirma maddelerinin ICsy degerlerinden daha yiiksek ciktig,

dolayisiyla daha diigiik radikal sipiirici etkiye sahip olduklari gorilmustir.

Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstrakti arasinda yapilan karsilastirma testinde, % 95
guven seviyesinde iki deger arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05). Ancak
burada ilging olan durum, % verim ve toplam fenolik madde igerigi Soxhlet ve
ultrasonik banyo ekstraktlarina gore ¢ok daha diisiik olan hidroliz ekstraktinin ICjsg
degerinin, séz konusu iki ekstraktin ICs, degerlerine kiyasla belirgin derecede daha
dusiik olmasidir. Yani hidroliz ekstrakti, Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlarina gore
daha yiiksek bir DPPH radikal stpiirme yetenegi, dolayisiyla daha yiiksek bir
antioksidan aktivite degeri ortaya koymustur. Bu durum, bitkisel yapida bagli olarak
bulunan ve normal ekstraksiyon sartlarinda ¢ozeltiye gegmeyen antioksidan aktivite

degerleri yiiksek bazi bilesenlerin, 6rmegin bagli durumdaki fenolik asitlerin, asidik
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hidroliz sartlarinda ekstrakte oldugu ve ¢ozeltiye gecerek antioksidan aktiviteyi

yiikselttigi diisiincesiyle izah edilebilir [94].

4.4. Bakir(II) iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC)

Deneylerinden Elde Edilen Bulgular
A.Albana bitkisine ait ekstraktlarin Bakir (1) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
(CUPRAC) igin elde edilen sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Kalibrasyon

grafigi Troloks’un metanollii ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmustir.

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

Ekstrakt* CUPRAC degeri (mmol
TEAK/Kg kuru numune)

SOX 322,78+27,99

ULT 357,22+10,73

HID 47,39+£2,55

* SOX: Soxhlet ekstraksiyonu (yaprak); ULT: Ultrasonik banyo ekstraksiyonu (yaprak); HiD; Hidroliz

islemi (gvde).
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Sekil 4.5. CUPRAC deneylerinde kullanilan ve Troloks standard: ile elde edilen
kalibrasyon grafigi.
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Sekil 4.6. 4. Albana bitkisine ait ekstraktlarin CUPRAC degerlerinin karsilastiriimas:

Sekil 4.6°ye bakildiginda A.4/bana bitkisine ait ultrasonik banyo ekstraktlarindan elde
edilen CUPRAC degerinin en yiiksek deger oldugu belirlenmigtir. Bu sonucu sirasiyla
Soxhlet ve hidroliz ekstraktlarnin CUPRAC degerleri takip etti. Yapilan istatistiksel
analizlerde Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlanmin CUPRAC degerleri arasinda
anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). Ancak, DPPH radikal siipiirme yonteminde

Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktina gére daha yiiksek bir antioksidan aktivite degeri
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sergileyen hidroliz ekstrakti, CUPRAC yonteminde daha diisiik bir deger ortaya
koymustur. Bu durum, literattirde yer alan, testlerde kullanilan farkl yapidaki serbest
radikallerin, yapisal farkhiliklar, pH, ¢oziicii vs gibi esdeger olmayan ¢esitli faktérlerin
etkisiyle, ayni ekstraktlara uygulandiginda farkli sonuglar verebilecekleri bilgisiyle

aciklanabilir [95].

4.5. Fe (IT) iyonu Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Deneylerinden Elde Edilen
Bulgular

Tablo 4.5. Ekstraktlarin FRAP degerleri

Ekstrakt* FRAP Degeri (uM)
SOX 67,38+7,64
ULT 58,81+0,42
HID 30,95+1,48

* SOX: Soxhlet ekstraksiyonu (yaprak); ULT: Ultrasonik banyo ekstraksiyonu (yaprak); HID; Hidroliz

islemi (govde).

100 pg/ml konsantrasyondaki ti¢ ayr1 bitki ekstrakti FRAP reaktifi ile muamele edildi.

Karsilastirma maddesi olarak troloks kullanildi.

0,900 -
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 |
0,300 |
0,200 -
0,100
0,000 : —— ‘ S

0 100 200 300 400 500 600 700
Trolox konst. (mikromolar)

Abs(595 nm)

Sekil 4.7. Troloks ile hazirlanan ¢alisma konsantrasyon grafigi
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Sekil 4.8. 4. 4lbana bitkisine ait ekstraktlarin FRAP degerlerinin karsilastiriimasi

Sekil 4.8’de en yuksek antioksidan aktiviteyi bitkinin yaprak kismina uygulanan
Soxhlet ekstraktinin sergiledigi gorilmug, fakat istatistiksel analizler yapildiginda
Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstrakti arasinda anlamli bir fark olmadig tespit edilmistir
(p>0,05). Bu sonuglar, CUPRAC degerleri ile paralellik gostermekle birlikte, DPPH
radikal temizleme deneylerindeki sonuglar ile karsilastirildiginda, hidroliz ekstraktinin
antioksidan aktivite degerinin daha diisiik olarak elde edildigi gorilecektir. Bu durum,
yukarida CUPRAC test sonuglan i¢in yapilan yoruma benzer sekilde agiklanabilir.
Yani, uygulanan tiim antioksidan aktivite tayini deneylerinde kullanilan farkli yapidaki
radikallerden Neocuproin ve TPTZ her ii¢ ekstrakt i¢in benzer davrams gosteriyorken,
DPPH ise tersi bir durum ortaya koymustur. Bu durum radikaller ve uygulanan teknikler
arsindaki farkliliklara atfedilmistir [95].
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4.6. HPLC-UV-DAD Analizlerinden Elde Edilen Bulgular
4.6.1. HPLC-DAD Teknigiyle Ekstraktlarda Fenolik Standart Tayini

Uygun sartlara getirilen HPLC-DAD metodu ile 16 fenolik asit standardinin uygun bir
sekilde birbirinden ayrilmasi saglanmustir. Standartlarin birbirinden ayrilmasi islemi 45
dk stirmiigtiir. Ayrilma islemi tamamlanmis olan 16 fenolik asit standardina ait
kromatogram Sekil 4.9°da gosterilmistir. Bu metod ile alikonma zamanlart ayni olan 4
(klorojenik asit), 5 (gentisik asit), 6 (p-OH benzoik asit) ile yine alikonma zamanlari
aynt olan 11 (siringaldehit), 12 (p-kumarik asit) iist iiste cakismis sekilde ayni
kromatogramda gboriilmektedir. 4 (klorojenik asit) ve 5 (gentisik asit) ile 11
(siringaldehit) ve 12 (p-kumarik asit)’nin alikonma zamanlari ve maksimum absorbans

gosterdikleri dalga boylar1 aynidir.

1542
w ~
404 9
4.5-6
1 1 3 10
20 2 8 13
7 16
g IS
14 15

.20 -
° |

5 10 15 @ 25 a0 35 40 mi]

Sekil 4.9. Gelistirilen metotla HPLC® de ytiriitiilen fenolik standartlarin 25 pM’lik
karistminin 280 nm’deki kromatogrami [(1) Gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) protokatekualdehit, (4) klorojenik asit, (5) gentisik asit, (6) p-OH
benzoic asit, (7) vanillik asit, (8) kafeik asit, (9) siringik asit, ( 10) vanillin,
(1) siringaldehit, (12) p-kumarik asit, (13) Ferulik asit, (14) sinapik asit, (15)

benzoik asit, (16) rozmarinik asit.
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DAD’da maksimum dalga boylar: belirlenmis olan 16 tane fenolik standardin

spektrumlar incelenmis ve her bir standardin maksimum absorpsiyon sergiledigi dalga

boylar1 segilmistir. Kromatogramlarda tespit edilmis olan 16 fenolik standardin

alikonma zamanlari (RT: retention time) ve maksimum absorbans verdigi dalga boylar

Tablo 4.6’da gdsterilmistir.

Tablo 4.6. HPLC’de yiiriitiilen 16 fenolik standartla ilgili kromatografik

parametreler
Fenolik Standardin Ad1 RT (Dakika)* Walslmics Absorpsiyon Dalga
Boyu (nm)
1 Gallik asit 6.823 274
2 Protokatekuik asit 10.836 260
3 Protokatekualdehit 14,469 280
4 Klorojenik asit 15,556 324
5 Gentisik asit 15,683 324
6 p-OH Benzoic asit 15,700 260
7 Vanilik asit 17.976 260
8 Kafeik asit 18.483 324
9 Siringik asit 18,996 274
10 Vanilin 22,816 280
11 Siringaldehit 24,283 308
12 p-kumarik asit 24,536 308
13 Ferulik asit 26,576 324
14 Sinapik asit 28.236 324
15 Benzoik asit 31,229 240
16 Rozmarinik asit 33.016 324
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Kromatogramlarda numaralandirilmis olarak

Sekil 4.10°da gésterilmistir.

verilen standartlarin spektrumlart asagida

i
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Sekil 4.10 devam ediyor
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Sekil 4.10. HPLC analizinde kullanilan 16 fenolik asit standardinin DAD ile elde
edilmig spektrumlar1 (200-400 nm).

2 (protokatekuik asit) ve 7 (vanillik asit) numarali bilesiklere ait DAD spektrumlari
benzerlik gostermekte ve iki bilesigin de yaklasik 260 nm’de maksimum absorbansa
sahip oldugu goriilmektedir. Literatirde bu bilesikler benzoik asit tiirevi olarak
bilinmektedir. Aym: sekilde 4-8-16 (klorojenik asit, kafeik asit, rozmarinik asit), 3-10
(protokatekualdehit, vanillin), 11-12-13-14 (siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asit,
sinapik asit) numaral bilesiklere ait DAD spektrumlari da benzerlik gostermekte,
dolayisiyla kendi aralarmnda yapisal benzerlikler ve davranislar gosterdikleri

sOylenebilir.
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4.6.2. HPLC-DAD (280 nm) icin Tespit Simir1 (LOD) ve Tayin Simin (LOQ)
Degerleri

Tespit sinin (LOD, limit of detection) bilesenlerin her biri icin 6mekte bilesenin

varliginin teyit edilebildigi, fakat metodun uygulandigi kosullarda miktari tam olarak

belirlenemeyen en diisiik degerdir. Genellikle pik sinyalinin giiriiltiiye oraninin (S/N) 3

oldugu deger alimir. Tayin sinin (LOQ, limit of quantification), ornek metod

kosullarinda, belirlenen miktarinin ne kadar oldugunun ifade edilebildigi en diisiik

degerdir [96]. Genellikle pik sinyalinin guriiltitye oraninin (S/N) 10 oldugu deger alinir.

Ca = Capmx MW,
1000

Cappm) = ¢alisilan fenolik standardin ppm cinsinden konsantrasyonu
Cawm= Calistlan fenolik standardin pM cinsinden konsantrasyonu
MW= Calisilan fenolik standardin molekiil agirhg

Farkli konsantrasyonlarda calisimis bazi standartlar i¢in hesaplanan LOD degerleri

tabloda gosterilmigtir [97].

Tablo 4.7. Kullanilan HPLC ysnteminde bazi fenolik standartlarin 280 nm’de
belirlenen LOD ve LOQ degerleri

HPLC Fenolik Standart (280 nm’de) LOD LOQ
Sirasi Calisilan
RS Konsantrasyon

Ppm puM ppm  uM  ppm M
1 Gallik asit 34 20 0,36 2,12 1,20 7,06
2 Protokatekuik asit 3,1 20 0,40 2,63 1,35 8,76
3 Kafeik asit 3.6 20 0,47 264 1,58 8,80
2 Siringaldehit 3,6 20 0,59 322 1,95 10,72
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4.6.3. Ekstraktlara Ait HPLC-UV Analizleri

Taranan standartlarin, protokatekualdehit esdegerlerinin kromatogram pik alanlarindan
hesaplanabilmesi i¢in, 5 farkh konsantrasyonda hazirlanan protokatekualdehit
¢ozeltilerinin yiiriitiilmesinden elde edilen kromatogram pikleri Sekil 4.11°de; bu
verilerden hazirlanan protokatekualdehit konsantrasyonuna kars1 pik alan kalibrasyon

grafigi ise Sekil 4.12’de verilmistir.

mAU
3504

210 —| 300 uM
k | 200 uM
— N\ — —_[100uMm
50 uM
— = g

Sekil 4.11. Dis Standart Protokatekualdehit’in 5 farkl konsantrasyonunun

kromatogram karsilastirmasi.
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Sekil 4.12. Protokatekualdehit kalibrasyon grafigi.
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A.Albana bitkisinin 1ki farkli kismindan (yaprak, gévde) ti¢ farkli ekstraksiyon teknigi
ile  hazirlanmis  ekstraktlara ait HPLC-DAD  yéntemiyle 280 nm’deki
kromatogramlarindan elde edilen pik alani degerleri hesaplanmus, grafige gegirilmistir

(Sekil 4.13) .

] 75934,2
B0R00 722905

70000 F
56412,3

60000
50000
40000

30000

HPLC (mAU x dk)

20000
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Sox Ult Hid
Numunelerin Pik Alan Grafigi

Sekil 4.13. Soxhlet, ultrasonik banyo ve hidroliz iglemindeki toplam kromatografik

alan grafigi

Bitkiden u¢ yontemle elde edilen ekstraktlar ve mevcut durumdaki on alti standart
kullanilarak HPLC c¢aligmasi yapilmis ve elde edilen kromatogramlar incelenmistir.
Analiz sonrasi, ekstraktlar igerisinde mevcut olan bazi fenolik standartlar ve mAU
degeni yiksek olan fakat bilinmeyen bilesikler numaralandiriimis, 280 nm’deki
alikonma zamani, pik alani ve pik yiiksekligi degerleri verilmistir. Kromatogramlarda
35. dakikadan sonra gelen pikler degerlendirmeye alinmamigtir. Agilent ChemStation
(Agilent 1100 series (DAD 1200)) programi ile 280 nm’de elde edilmig olan
kromatogramlar i¢in integrasyon yapilmis, bilinmeyen ve bilinen pikler i¢in dis standart
olarak protokatekualdehitin farkli konsantrasyonlardaki pik alani kalibrasyon grafigi

kullamlarak protokatekualdehit esdeger konsantrasyonlar: hesaplanmustir.
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4.6.4. Yaprak Kismindan Elde Edilen Ekstraktlarin HPLC-DAD Kromatogram

ve Spektrumlarinin Yorumlanmasi

4.6.4.1. Soxhlet Ekstraktlarina Ait HPLC-DAD Kromatogramlari ve

Spektrumlarinin Yorumlanmasi

mAU

1 8
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4 > 9 1|/ 13 14
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Sekil 4.14. 4. A/bana bitkisinin yaprak kismindan Soxhlet islemi ile elde edilen

ekstraktin 280 nm’deki kromatogrami.
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Tablo 4.8. A.4lbana bitkisinin yaprak kisminda Soxhlet islemi ile elde edilen

ekstrakita tespit edilen bilesenlerin alikonma zamani (RT), pik alani,

protokatekualdehit esdegeri (PE) ve pik yiiksekligi degerleri

Pik
Pik No Bilesik adx SIS Famt Gl PE" (uM) Yiiks:akligi
(RT, dak.) (mA Uxdak)
(mAU)
1 Bilinmeyen A 4,141 4779,7 319 479.5
2 Bilinmeyen B 7.395 2434.6 172 71.0
3 Bilinmeyen C 11.31 1319.3 101 722
4 Bilinmeyen D 12,368 1870.2 136 67.4
5 Bilinmeyen E 18.224 2513.5 177 59.8
6 Bilinmeyen F 21,365 4213,7 284 225.0
7 Bilinmeyen G 22,493 85545 557 156,2
8 Bilinmeyen H 23,771 6829.8 449 485.5
9 Bilinmeyen I 24,639 805,4 69 39.6
10 Bilinmeyen J 25413 863.3 73 39.8
11 Bilinmeyen K 26.525 2856,5 198 94.6
12 Bilinmeyen L 27,292 7162 469 446.8
13 Bilinmeyen M 28,188 725 64 34.5
14 Bilinmeyen N 29,817 882,1 74 41.9
15 Benzoik asit 30,99 1458,5 110 62,5
16 Bilinmeyen O 32,837 702.2 62 22.1
17 Bilinmeyen P 33,697 5242 51 233

* PE (Protokatekualdehit Esdegeri, pM): Sekil 12°de farkli konsantrasyonlarda enjekte edilen

protokatekualdehite karsi pik alam kalibrasyon grafiginden elde edilen pik alam = (15,865 x PE

konsantrasyonu ) — 286,3 denklemiyle hesaplanan degerler.
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Sekil

4.15 devam ediyor.
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Sekil 4.15. 4. 4lbana bitkisinde yaprak kisminda Soxhlet islemi ile elde edilen ekstraktta

tespit edilen 1-17 nolu piklere ait DAD ile elde edilmis spektrumlar (200-400

nm).
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3 (Bilinmeyen C), 4 (Bilinmeyen D), 7 (Bilinmeyen G), 8 (Bilinmeyen H) numarali
bilesiklere ait spektrumlar benzerlik gostermekte, bunlarin yapisal benzerliklerinin
olabilecegi dusiiniilmektedir. 5 (Bilinmeyen E), 9 (Bilinmeyen I), 10 ( Bilinmeyen J),
I'l (Bilinmeyen K), 13 (Bilinmeyen M), 14 (Bilinmeyen N), 16 (Bilinmeyen O), 17
(Bilinmeyen P) numarah bilesiklere ait spektrumlar incelendiginde, benzoik asitin ve
literatiirdeki benzoik asit tiirevlerinin spektrumlar1 ile benzerlik gosterdikleri,

dolayistyla benzoik asit tiirevleri olabilecekleri sOylenebilir.

4.6.4.2. Ultrasonik Banyo Ekstrakstraktlarina Ait HPLC-DAD

Kromatogramlari ve Spektrumlarinin Yorumlanmasi
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Sekil 4.16. 4.albana bitkisinin yaprak kismindan ultrasonik banyo islemi ile elde

edilen ekstraktinin 280 nm’deki kromatogrami.
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Tablo 4.9. 4. Albana bitkisinin yaprak kismindan ultrasonik banyo islemi ile elde
edilen ekstraktta tespit edilen bilesenlerin alikonma zamant (RT), pik

alani, protokatekulaldehit esdegeri (PE) ve pik yiiksekligi degerleri

Pik No Bilesik adh Alikonma Pik Alani PE" (nM) Pik Yiiksekligi
Zanvim (mA Uxdak) (mAU)
(RT, dak.)

1 Bilinmeyen A 4,156 3620,8 246 497,1
2 Bilinmeyen B 7.919 207 31 13,1
3 Bilinmeyen C 11.296 634,1 58 56,7
4 Bilinmeyen D 12,361 869.8 73 57.4

5 Bilinmeyen E 18.2 881.6 74 299
6 Bilinmeyen F 21,317 4500.5 302 2419
7 Bilinmeyen G 22,436 9260,1 602 190,3
8 Bilinmeyen H 23,705 8401.,4 548 599,2

9 Bilinmeyen I 24,586 354,7 40 28,4
10 Bilinmeyen J 25,359 603,1 56 3.6
11 Bilinmeyen K 26.473 3181.5 219 91.5
12 Bilinmeyen L 27,242 5939.3 392 4152
13 Bilinmeyen M 28,132 514,1 51 30,5
14 Bilinmeyen N 29,774 629,5 58 30,9
15 Benzoik asit 30.939 877.6 73 48,3
16 Bilinmeyen O 32,796 2953 37 14,2

* PE (Protokatekualdehit Esdegeri, pM): Sekil 12°de farkli konsantrasyonlarda enjekte edilen
protokatekualdehite karsi pik alam kalibrasyon grafiginden elde edilen pik alani = (15.865 x PE

konsantrasyonu ) - 286.3 denklemiyle hesaplanan degerler
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Sekil 4.17 devam ediyor
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Sekil 4.17. 4.Albana bitkisinin yaprak kisminda ultrasonik banyo islemi ile elde
edilen ekstraktta tespit edilen 1-16 nolu piklere ait DAD ile elde edilmis
spektrumlar (200-400 nm).

3 (Bilinmeyen C), 4 (Bilinmeyen D), 7 (Bilinmeyen G), 8 (Bilinmeyen H) numarali
bilesiklere ait spektrumlar benzerlik gostermekte, bunlarin yapisal benzerliklerinin
olabilecegi diisiiniilmektedir. 5 (Bilinmeyen E), 9 (Bilinmeyen I), 10 ( Bilinmeyen J),
I1 (Bilinmeyen K), 13 (Bilinmeyen M), 14 (Bilinmeyen N), 16 (Bilinmeyen O), 17
(Bilinmeyen P) numaral bilesiklere ait spektrumlar incelendiginde, benzoik asitin ve
literatiirdeki benzoik asit tiirevlerinin spektrumlan ile benzerlik gosterdiklerti,

dolayisiyla benzoik asit tiirevleri olabilecekleri sOylenebilir.
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4.6.5. A.Albana Bitkisinin Govde Kismindan Hidroliz Islemiyle Elde Edilen
Ekstraktlarin HPLC-DAD Kromatogramlan ve Spektrumlarinin

Yorumlanmasi
mAU
350 1 T
m_

T T 3 T

' T T T T
L 5 10 1I5 20 25 30 35 40 rrtiril

Sekil 4.18. 4. 4/bana bitkisinin gévde kismindan hidroljz islemi ile elde edilen

ekstraktin 280 nm’deki kromatogrami.

Tablo 4.10. 4. 4lbana bitkisinin gévde kisminda hidroliz islemi ile elde edilen
ekstraktta tespit edilen bilesenlerin alikonma zaman; (RT), pik alani,

protokatekualdehit egdegeri (PE) ve pik yiiksekligi degerleri.

Pik No Bilesik adi Allkonma | Pik Alam | PE* (2M) Pik
Zamam | (mAUxdak) Yiiksekligi
(RT, dak.) (mAU)
l Bilinmeyen A 3,938 2163,4 155 363,4
2 Bilinmeyen B 8,143 214,5 32 11,6
3 Bilinmeyen C 9,139 1597,9 118 22,6
4 Bilinmeyen D 11,301 2451,9 173 178,3
- 5 Bilinmeyen E 12,092 2924 37 14,0
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Tablo 4.10 devam ediyor.

14

15

16

Protokatekualdehit
Bilinmeyen F
Bilinmeyen G
Bilinmeyen H
Bilinmeyen I
Bilinmeyen J
Bilinmeyen K
Bilinmeyen L
Bilinmeyen M
Benzoik asit

Bilinmeyen N

14,241

18,238

21,593

22,566

23,78

25,409

27,481

28,49

30,114

30,996

32,832

248,3

27882

1633,2

1216,2

25583

537

1048,2

1249,7

671,6

921

458.8

194

121

95

179

52

85

97

61

77

47

11,0

126,7

57,7

36,2

146,0

18,4

40,3

20,0

39,3

27,1

14,6

* PE (Protokatekualdehit Esdegeri,

uM): Sekil 12’de farkli konsantrasyonlarda enjekte edilen

protokatekualdehite karst pik alani kalibrasyon grafiginden elde edilen pik alami = ( 15.865 x PE

konsantrasyonu ) — 286,3 denklemiyle hesaplanan degerler
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Sekil 4.19 devam ediyor
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Sekil 4.19. 4.4/bana bitkisinin govde kismindan hidroliz islemi ile elde edilen

ekstraktta tespit edilen 1-16 nolu piklere ait DAD ile elde edilmis

spektrumlar (200-400nm).
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Yukaridaki hidroliz kromatograminda gorilen numaralandirilmis piklerde apolar
bolgeye dogru artis gorulmistir. Piklerin apolar bolgeye dogru artmasinin sebebi
muhtemelen gekerli bir bilesigin bulunmasi ve sekerin kopmasi ile glikozidik ya da
dimerik yapisinin bir sonucu olarak piklerin daha ge¢ ¢ikmasidir. 35. dakikadan sonra
buiytik bir pik goriilmustir. Bu pikin de sekerli bir bilesikten geldigi ve sekerin kopmasi
ile apolar bolgeye kaymis olabilecegi disiiniilmektedir. Igeriginde protokatekualdehit ve
benzoik asit gorilmustiir. 4 (Bilinmeyen D), 7 (Bilinmeyen F), 9 (Bilinmeyen H) ve 10
(Bilinmeyen K) ile numaralandirilnug piklerin spektrumlarinin benzerlik gosterdigi
dolayisiyla da bunlarin  kendi aralannda yapisal benzerlik gosterebilecegi

dusiintlmektedir.

4.6.6. U Farkh Ekstraksiyon Teknigi ile Elde Edilen Kromatogramlarin

Karsilastirmali Incelemesi

1
e
=
o>
-3
e

60

ULTKAR

s0u ! I

|

1

400 ; il
il
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300

1on

HIDKAR
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Sekil 4.20. 4. Albana bitkisinin ultrasonik banyo, Soxhlet ve hidroliz islemleri ile

elde edilen ekstraktlarin kromotogramlarinin karsilastiriimasi.
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DAD spektrumlari incelendikten ve RT’leri karsilagtirildiktan sonra kromatogramlar
lizerinde isaretleme yapilmistir. Sekil 4.20°de cakistirilmis  olarak gésterilen
kromatogramlarda ii¢ ekstraksiyon tekniginde de ortak olan pikler A, B, C, D, E, F ve
sadece Soxhlet ile ultrasonik banyo ekstraksiyonlarinda ortak ¢ikan pikler 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8 olarak numaralandirilmistir. Kromatogramlarda ovaller igerisine alinan piklerden
ayn1 RT’ye sahip olanlar, aym bilesiklerdir. Buna gore; RT’si yaklasik 3,9 olan A
isaretli pikler, RT’si yaklasik 11,4 olan B isaretli pikler, RT’si yaklagik 23,6 olan C
isaretli pikler RT’si yaklasik 29,9 olan D isaretli pikler, RT’si yaklasik olarak 31,2 olan
E (benzoik asit) isaretli pikler ve RT’si yaklagik 33 olan F isaretli pikler ayn: bilesiklere
aittir. Bu bilegiklerin UV-DAD spektrumlari da birbirine ¢ok benzemektedir. Bitkinin
yaprak kisimlarindan elde edilen Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlarinin
kromatogramlarina gore, RT’si 12,5 olan 1 numaral pikler, RT’si 13,0 olan 2 numarali
pikler, RT’si 21,1 olan 3 numaral pikler, RT’si 22,5 olan 4 numarali pikler, RT’si 24,5
olan 5 numaral: pikler, RT’si 25,7 olan 6 numaral pikler, RT’si 26,3 olan 7 numaral
pikler ve RT’si 27,2 olan 8 numaral pikler de ayni bilesiklere aittir. E isaretli bilesigin
her ii¢ ekstraktta da bulundugu ve benzoik asit oldugu DAD spektrumlar: incelenerek
belirlenmistir.

Soxhlet ekstraksiyonunda muhtemelen yontemde uygulanan sicakhigin daha yiiksek
olmasi nedeniyle pikler, ultrasonik banyo ekstraksiyonuna gore daha iyi ¢ikmustir,
Hidrolizde ise bu pikler ( 1,2,3,4,5,6,7,8) kaybolmusgtur. Bunun sebebi muhtemelen, bu
bilesigin sekerli ya da dimerik yapida bir bilesik olmasi neticesinde, hidrolizden
etkilenerek yapisal bozunmaya ugramasi ve bagka bir tiire doniismesidir. A numarali
ovalde goriildiigii gibi hidroliz piki daha iyl performans sergilemistir. Bu durum,
muhtemelen ilgili bilesiklerin glikozidik ya da dimerik yapida olmalari ve hidroliz
ortamindaki par¢alanmalar sonucu miktarlarinda arti§ olmasi ile ilgilidir. Hidroliz islemi
uygulanarak elde edilen ekstraktta digerlerinden farkl olarak protokatekualdehit de
belirlenmis, genel olarak da hepsinde fenolik asit olarak benzoik asit bulundugu

goriilmiigtiir.
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5. SONUC

A.Albana bitkisinin yaprak ve gévdesinden tig farkl ekstraksiyon teknigi ile elde edilen
ekstraktlarin ekstraksiyon verimleri hesaplanmig, toplam fenolik madde icerikleri,
antioksidan aktiviteleri ve igeriginde var olan fenolik asitlerin tespit edilmesi amaciyla

HPLC-UV-DAD analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar su sekilde siralanabilir:

Bitkinin farkli kisimlarindan farkly ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen ekstrakt
verimleri karsilastirilmistir. Bitkinin yaprak kisimlarina uygulanan Soxhlet ve ultrasonik
banyo ekstrakt verimleri, bitkinin govdesine uygulanan hidroliz isleminden elde edilen
verimden daha yiiksek ¢ikmistir. Bu degerler Soxhlet ekstraksiyonu i¢in ortalama %
24,95+1.30 ve ultrasonik banyo ekstraksiyonu igin % 21,00+1,34 iken hidroliz ekstrakt:
icin % 1,60+0,07 diizeyindedir. Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraksiyon verimleri
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Hidroliz
islemi sadece gdvdeye uygulandigi i¢in bu karsilastirmaya ve ekstraktlar iizerinde
gerceklestirilen sonraki testlerden elde edilen ortalama deger karsilastirmalarina dahil
edilmemistir. Bu anlamli fark, Soxhlet ekstraksiyonunun daha yiiksek sicaklikta ve daha
uzun siirelerde (8 saat-60-85 °C) uygulanmasi nedeniyle ki bu degerler ultrasonik banyo
ckstraksiyonu igin 1,45 saat ve 30-50 °C’dir, sicaklik ve siirenin ortak etkisine

baglanmistir.

Ekstraktlarin toplam fenolik madde iceriklerine bakildiginda, en lyi degeri 2,79+0,20
mg GAE/100 g kuru numune ile yine Soxhlet ekstraktlar: sergilemistir. Bu degeri
2,21+0,20 mg GAE/100 g kuru numune ile ultrasonik banyo ve 0,07+0,02 mg GAE/100
g kuru numune ile de hidroliz ekstraktlari takip etmistir. Ancak toplam fenolik madde
icerikleri agisindan Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark
elde edilememistir (p>0,05). Daha diisiik sicaklik ve daha kisa ekstraksiyon siireleriyle
gergeklestirilen ultrasonik banyo ekstraksiyonlarinin toplam fenolik madde icerigi
agisindan Soxhlet ekstraksiyonlarina esdeger bir performans ortaya koymus olmasi

dikkat ¢ekici bulunmustur.

DPPH radikal siipiirme antioksidan aktivite degerleri (ICso) agisindan en iyi
performansi Troloks (11,17+0,28 ug/mL) ve BHT (14,37+0,79 pg/mL)’den sonra
hidroliz ekstraktlari sergilediler: 35,33+1,24 ng/mL. Bu degeri sirasiyla ultrasonik
banyo ekstraktlar1 (57,43+1,08 ng/mL) ve Soxhlet ekstraktlari (59,37£1,85 pg/mL)
takip ettiler (diisik deger daha yiiksek antioksidan aktiviteye karsilik gelmektedir). En

77



disiik ekstraksiyon verimi ve toplam fenolik madde icerigi degerlerine sahip olan
hidroliz ekstraktlarinin daha yitksek DPPH radikal sliplirme etkisi gostermeleri, matrixe
bagli olan ve DPPH radikali ile reaksiyona girme yetenegi yiiksek olan bazi bilesenlerin
asidik hidroliz etkisiyle ¢ozelti ortamima geemis olabilecekleri diisiincesini akla
getirmektedir. Daha net bir sey sdyleyebilmek icin, bu durumun daha ileri test ve
tekniklerle arastirilmasina ihtiyag vardir. Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlarinin

ICso degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) testlerinde en yiiksek
degeri 357,22+10,73 mmol TEAC/Kg kuru numune ile ultrasonik banyo ekstraktlari
ortaya koydular. Bunu sirasiyla 322,78+27,99 mmol TEAC/Kg kuru numune ile
Soxhlet, 47,39+2,55 mmol TEAC/Kg kuru numune ile hidroliz ekstraktlart takip etti,
Yine Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlari igin elde edilen CUPRAC degerleri

arasinda anlamli bir fark bulunamad: (p>0,05).

Fe (III) iyonu indirgeme antioksidan gucit (FRAP) deneylerinde en yiiksek degeri
Soxhlet ekstraktlar1 sergilediler: 67,38+7,64 uM. Bu degeri 58,81+0,42 uM ile
ultrasonik banyo ekstraktlar1 ve 30,95+1,48 uM ile hidroliz ekstraktlar: takip etti.
Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraktlarinin FRAP degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05).

Antioksidan aktivite tayin deneylerinde dikkat ¢eken bir durum, uygulanan testlerde
hidroliz ekstraktlarinin sadece DPPH testlerinde Soxhlet ve ultrasonik banyo
ekstraktlarindan daha yiiksek antioksidan aktivite degerleri sergilemelerine karsin,
CUPRAC ve FRAP testlerinde daha diisiik degerler ortaya koymus olmasidir. Bu durum
literatiirde de yer alan, testlerde kullanilan farkls yapidaki radikallerin cesitli
degiskenlerin etkisiyle (pH, ¢oziicii vs) aym ekstraktlara kars: daha farkli

davranabilecekleri bilgisine uygunluk gostermektedir [95].

Ekstraktlar, iceriklerindeki fenolik asitlerin belirlenmesi amaciyla 15 standart fenolik
asit kargilagtirma maddesi olarak kullanilarak HPLC-UV-DAD analizine tabi tutuldular.
Bitkinin govde ve yaprak kisimlarinin ekstraktlarina uygulanan HPLC-UV-DAD
analizlerinde genel olarak yaprak kisimlarinda daha yiksek pikler tespit edilmistir.
Bitkinin yaprak kismina uygulanan Soxhlet ekstraksiyonu ve ultrasonik banyo
ekstraksiyon piklerinin ¢ogunun (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) ayni alikonma siireleri (RT) ve

UV spektrumlarina sahip oldugu goriilmuistiir. Fakat Soxhlet ekstraksiyonunda
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muhtemelen yontemde uygulanan sicakhigin daha yiiksek olmasi nedeniyle pikler,
ultrasonik banyo ekstraksiyonuna gére daha iyi ¢tkmistir. HPLC teknigi bitkinin farkl:
kisimlarina uygulandigi igin tam bir yorum yapilamazsa da Sekil 4.20°de verilen (A, B,
C. D, E, F) pikleri iist iiste gakismis ve aynt UV spektrumlarini sergilemislerdir. Soxhlet
ve ultrasonik banyo ekstraksiyonlarinda pik yogunlugu genellikle ic bolgelerde
toplanmisken bitkinin gévde kismina uygulanan hidroliz islemlerinde pik yogunlugunun
apolar bélgede (parmakizi bolgesi) toplandi1 gériilmiistiir. Ayrica hidrolizde 35.
dakikadan sonra biiyitkk bir pik goritlmiigtiir. Bunlarin sebebinin muhtemelen bu
bilesigin sekerli ya da dimerik yapida bir bilesik olmasi neticesinde, hidrolizden
ctkilenerek yapisal bozunmaya ugramasi ve bagka bir tiire doniismesi oldugu

diistiniilmektedir.

Sonug olarak ekstraktlarin hepsinde benzoik asit (Soxhlet ekstraktlarinda 110 uM PE,
ultrasonik banyo ekstraktlarinda 73 UM PE ve hidroliz ekstraktlarinda 77 uM PE)
goriilmesine ek olarak hidroliz ekstraktlarinda protokatekualdehit de (34 uM PE) tespit
edilmistir. Hidroliz islemi, Soxhlet ve ultrasonik banyo ekstraksiyon tekniklerinin
ekstrakte etmede etkisiz oldugu fenolik asit olan protokatekualdehit’i ortaya ¢itkarmayi
bagarmistir. Kromatogramlarda hangi bilesik oldugu tespit edilemeyen ve isaretlenen

yapilarin aydinlatilabilmesi i¢in LC-MS gibi daha giiclii bir teknik kullanilabilir.

Toplam fenolik madde miktariin antioksidan aktiviteyi (kapasiteyi) nasil etkiledigi
sorusu, bu konuda aragtirma yapan gruplarca iizerinde durulan bir tartisma konusudur.
Toplam fenolik maddenin antioksidan aktiviteyi olumlu etkiledigini, aralarindaki
iliskinin dogrusallikla agiklanabilecegini ifade eden arastirma gruplarmin [98, 99] yam
sira, bu ikisi arasinda bayle bir iliskinin olmadigini, en azindan mevcut iliskinin biraz
daha karmagik oldugunu ifade eden aragtirma gruplari da vardir [100, 101]. Fakat durum
ne olursa olsun, bu iki parametre arasindaki iliskinin dogrusalligini incelemek ilgi gekici
olabilir. Bu calismada kullanilan ii¢ farkli antioksidan aktivite tayin metoduyla (DPPH,
CUPRAC ve FRAP) elde edilen degerler ayri ayr, her bir ekstrakt tiirii i¢in (Soxhlet,
ultrasonik banyo ve hidroliz) toplam fenolik madde miktarlarina kars1 grafige
gegirilerek en kiigiik kareler dogrusu cizdirildi ve regresyon katsayilar1 hesapland.

Grafikler Sekil 5.1-5.3te verilmistir.
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Sekil 5.1. DPPH test sonuglarina gore elde edilen toplam fenolik madde-antioksidan

aktivite iligkisi
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Sekil 5.2. CUPRAC test sonuglarina gore elde edilen toplam fenolik madde-

antioksidan aktivite iligkisi
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Sekil 5.3. FRAP test sonuglarina gére elde edilen toplam fenolik madde-antioksidan

aktivite 1ligkisi

Sekil 5.1, 5.2 ve 5.3, bu iligkinin varlig1 a¢isindan incelendiginde ilk g6ze ¢arpan husus,
elde edilen grafiklerin dogrusalliginin her ti¢ uygulama i¢in de oldukga yiiksek degerde
olmasidir. CUPRAC ve FRAP uygulamalar i¢in toplam fenolik madde miktarindaki
artigm antioksidan aktiviteyi de artirdigini séylemek miinkiin iken, DPPH testlerinde ise
tersi bir durum s6z konusudur. DPPH testlerinde de yiiksek bir dogrusallik elde edilmis
olmakla birlikte, buradaki iligki tersi yondedir. Daha kiiciik 1Csy degerinin daha yiiksek
antioksidan aktiviteye karsilik geldigi goz 6niine alinirsa negatif egimli bir grafik
beklenen durum olmali iken, bunun tersi bir grafik elde edilmistir. Bu durum, literatiirde
ver alan her iki goriisii de destekler niteliktedir. Dolayisiyla, genel olarak toplam fenolik
maddedeki artisin antioksidan aktiviteyi olumlu etkiledigi sylenebilse de, durumun
ongoriilenden daha karmasik oldugunu séyleyen arastirmacilarin goriisii biraz daha 6n

plana ¢ikmaktadir.

A.albana bitkisinin yaprak ve govdesinden Soxhlet, ultrasonik banyo ekstraksiyonu ve
hidroliz islemiyle elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin ve ekstraktlardaki
fenolik asitlerin tespiti ¢alismasi i¢in sunlar soylenebilir: Genel olarak en yiiksek
ekstraksiyon verimlerini ve toplam fenolik madde miktarin1 Soxhlet ekstraktlari
sergilemis olsa da. bu degerlerin ultrasonik banyo ekstraktlarinin ortaya koymus oldugu
antioksidan aktivite degerlerini ge¢meye yetmedigi ortadadwr. Ultrasonik banyo

ekstraksiyonu hem daha diisiik sicaklikta hem de daha kisa siirede gergeklestirilebilmesi
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agisindan  belirgin  bir avantaj ortaya koymustur. Lignoseliilozik materyallere
uygulanabilen asidik hidroliz isleminin ise, bitkisel yapida bagh olarak bulunan ve diger
ekstraksiyon tiirleri ile ekstrakte edilebilmeleri zor olan baz bilesik gruplarinin

kazanimu i¢in uygun ve uygulamasi basit bir yontem oldugu séylenebilir.
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