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ONSOZ
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OZET
Bu c¢alismada, Lathyrus rotundifolius Willd. (Hatun parmagi) bitkisinden farkli
ekstraksiyon teknikleri ile elde edilen ekstraktlarin, ekstraksiyon verimleri, toplam
fenolik madde miktarlar1 ve antioksidan aktivite degerleri tayin edildi ve karsilastirildi.
Calisma iki kisimda gerceklestirildi. Ik kisimda, L. rotundifolius bitkisinden Soxhlet ve
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon teknikleri kullanilarak ekstraktlar elde edildi.
Metanol, % 50 metanol-saf su ve saf su olarak ii¢ farkli ekstraksiyon ¢Oziiciisii
kullanildi. Elde edilen ekstraktlarin verim degerleri, toplam fenolik madde igerikleri ve
antioksidan aktivite degerleri hesaplanarak, kullanilan iki teknik ac¢isindan
karsilastirildi. Caligmanin ikinci kisminda, ¢Oziiciiniin, pargacik biiyiikliigiiniin ve
ekstraksiyon siiresinin ekstrakt verimi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan
aktivite degerleri {izerine etkisinin incelendigi ve karsilastirildigi deneyler
gercgeklestirildi. Tiim deneyler {i¢ paralel ile gergeklestirildi ve sonuglar ‘ortalama deger
+ standart sapma’ olarak verildi. Istatistiksel inceleme kisminda, iki ortalamanin
karsilastirilmast i¢in “t istatistigi” (Student’s t Test), ikiden fazla ortalamanin
karsilagtirilmast i¢in “Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)” kullanildi. p degerinin
0,05’ten kii¢lik olmasi durumunda karsilastirilan ortalamalarin birbirinden farkli oldugu
kabul edildi. p > 0,05 durumunda ise karsilastirilan ortalamalar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkin olmadig1 kabul edildi.
Sonug olarak L. rotundifolius bitkisinden antioksidan aktivitesi yiiksek ekstraktlar elde
etmek icin gerekli optimum sartlar, par¢acik boyutu: < 125 pm, ¢oziicii: saf su,
ekstraksiyon siiresi: 70 dk ve ekstraksiyon teknigi: ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyon olarak belirlendi.
Calismada elde edilen toplam fenolik madde miktarlar1 ile antioksidan aktiviteler
arasinda dogrusal bir iliski olup olmadig1 da incelendi. Buna gore, uygulanan her iki
antioksidan aktivite tayin uygulamasi agisindan, bu iki deger arasinda ya bdyle bir

iliskinin olmadig1 ya da oldukca zayif oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Lathyrus rotundifolius Willd,, Hatun Parmagi, Soxhlet
Ekstraksiyonu, Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon, Toplam Fenolik Madde, Folin-
Ciocalteu, Antioksidan Aktivite, DPPH, CUPRAC, Pargacik Biiyiikligi, Coziici,

Ekstraksiyon Siiresi.
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ABSTRACT

In this study, extraction yields, total phenolic contents and antioxidant activity values of
the extracts via different extraction techniques from Lathyrus rotundifolius Willd.
(Hatun Parmag1) were determined and compared.

The study was performed in two parts. In the firsth section, the extracts were obtained
from grounded and sieved L. rotundifolius plant materials by using conventional
Soxhlet extraction and ultrasound assisted extraction procedures. Methanol, % 50
methanol-distilled water mixture and distilled water were used as the extraction
solvents. Extraction yields, total phenolic contents and antioxidant activity values of the
extracts were calculated and compared from the point of view of extraction techniques
used in the study. In the second part of the study, the effects of extraction solvents,
particul dimensions and extraction time intervals upon the extraction vyields, total
phenolic contents and antioxidant activities were investigated and compared. All tests
were performed in three parallels, and results expressed as mean value + standard
deviation. In the statistical treatment section, ‘Student’s t Test’ was used to compare the
two calculated mean values, and “One-Tailed Analysis of Variance (ANOVA)” to
compare more than two calculated mean values. When p < 0.05, a difference between
two means assumed statistically significant.

As a result, optimum experimental conditions for obtaining extracts with higher
antioxidant activity from L. rotundifolius plant materials were determined as: particul
dimension: < 125 um, Solvent: Methanol, Extraction Time Interval: 70 min. and
Extraction Technique: Ultrasound Assisted Extraction.

In the study, it was also investigated that whether linear relationship was established
between total phenolic contents and the antioxidant activities of the extracts. According
to linear regression calculations, it was found out that no or weak linear relationship was

exist between the two values.
Key Words: Lathyrus rotundifolius Willd., Hatun Parmagi, Soxhlet Extraction,

Ultrasound Assisted Extraction, Total Phenolic Content, Folin-Ciocalteu, Antioxidant
Activity, DPPH, CUPRAC, Particle Dimension, Solvent, Extraction Time Interval.
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ULT Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon

DPPH 2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil

ORAC Oksijen Radikali Absorbans Kapasite Yontemi
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FRAP Demir (1) Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi
CUPRAC Bakir (1) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi
ECso Radikal Konsantrasyonunu Yariya Diisiiren Deger
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TEAC Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi

FC Folin-Ciocalteu

%l Radikal Giderme
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ANOVA Tek-Yonli Varyans Analizi
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1. GIRIS

Endiistri devriminin yasandigi 19. yiizyil ortalarina kadar bitkiler ve bunlardan elde
edilen ekstreler (6ziitler) ¢esitli saglik sorunlarinin giderilmesinde siklikla kullanilmis
ve modern ila¢ sanayii’nin temellerinin atilmasina énemli katkilar1 olmustur. Endiistri
devrimi ile birlikte yasanan hizli kentlesme siirecinde, artan niifusa yetecek kaynaklarin
iiretilmesi ve korunmasi baslica arastirma konularindan biri haline gelmistir. Ozellikle
hayati dneme sahip oldugundan gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasi, bozulmalarinin
geciktirilmesi konusu oldukga ilgi gbérmiis, buna paralel olarak da literatiire sayisiz

calisma kazandirilmistir.

20. yiizyildaki genel egilim, ilag etken maddeleri veya gida katki maddelerinin dogal
ortamlardaki derisimlerinin olduk¢a diisilk olmasi ve mevcut teknolojilerle yeterli
derisimde elde edilebilmelerinin getirdigi yliksek maliyetler neticesinde, bu bilesikleri
sentetik olarak elde etmek ve kullanmak yoniindeydi. Baslangicta biiylik bir basari
yakalayan bu bakis agisi, yiiz yilin sonlarina dogru, gerceklestirilen uzun donemli
aragtirmalarin ortaya koydugu veriler 1siginda sorgulanmaya baslanmis, sentetik
kimyasal maddelerin insan ve gevre saglig1 lizerine olan olumsuz etkileri ortaya ¢iktikca
da, bunlarin dogal kaynaklardan “yeterli” miktarlarda elde edilebilmeleri konusu

gittikge onem kazanmuistir.

Bu tiirden kimyasallarin dogal ortamlarindan “yeterli” miktarlarda elde edilebilmeleri
icin kaynak cesitliligi saglamaya yonelik ¢aligmalarin yani sira, kullanilan yontemlerin
cesit ve etkinliklerinin artirilmasina yonelik optimizasyon c¢alismalart da son

zamanlarda oldukga ilgi ¢ekmektedir.

Bu calismada, muhtemel bir antioksidan etken madde kaynag: olarak diisiiniilen L.
rotundifolius bitkisinden elde edilen ekstraktlarin, toplam fenolik madde igeriklerinin ve
antioksidan aktivite degerlerinin, kullanilan pargacik boyutu, ¢oziicii bilesimi ve

ekstraksiyon teknigi ile ne sekilde degistigi arastirilmis ve elde edilen sonuglar

karsilastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal, yapilarinda eslesmemis en az bir elektron bulunduran atom, molekiil
veya iyonlara verilen genel isimdir. Serbest radikaller hiicrelerde normal metabolizma
faaliyetleri esnasinda biokimyasal reaksiyonlar sonucu meydana gelmektedirler [1].
Hiicrelerdeki oksidatif degisime yol agan serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROT)
olarak adlandirilirlar. Metabolizmadaki 6nemli fizyolojik fonksiyonlarin sonucu olusan
reaktif oksijen tiirleri lipitler, proteinler ve niikleik asitlere zarar vermektedir. Fakat
hiicrelerin karmagik savunma mekanizmalari, reaktif oksijen tiirlerinin fazla birikmesine
kars1 koyabilecek, “antioksidan™ adi verilen ve aslinda kendileri de birer radikal olan

bilesenleri igerirler [2].

Metabolizmada canliligt devam ettirebilmek icin oksijene ihtiyag vardir. Bunun
sonucunda metabolizmada olusan oksijen tiirevli radikallere karsilik, hiicre i¢inde bir
cok enzimatik reaksiyon gerceklesmektedir. Oksijen tiirevli bu radikallerden bazilar1 su
sekilde siralanabilir [3]: sliperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit,

singlet oksijen ve nitrik oksit (NO).

Stiperoksit Anyon Radikali: Oksijen’in bir elektron almasiyla olugsmaktadir (1 no’lu
reaksiyon) ve bu formu oksidatif hasara yol agmaktadir [4]. Bu reaktif tiirler dogrudan

hiicredeki lipit ve protein yapilara saldirmaktadir.
02 + € » 02_ (1)

Hidrojen Peroksit: Iki siiperoksit anyon radikalinin hiicre iginde siiperoksit dismutaz
(SOD) enziminin katalizérliigiinde verdikleri reaksiyon sonucu olusur (2 no’lu

reaksiyon) [5].

20; +oH 9Dy 0, + H,0, (2)



Hidroksil Radikali (OH): Hy0, molekiiliiniin Demir (II) veya Bakir (II) iyonu ile
katalizlenmesi sonucunda oldukg¢a aktif OH" radikali olugsmaktadir. Bu reaksiyonlar

asagidaki gibidir [6, 7].

. Fe?* veya Cu*’ : . .
0y + {0, ———— = OH + OH + O, Haber-Weissreaksiyonu (3)

Fe*' + HO, ——— == Fe’+ OH + OH Fenton reaksiyonu (4)

Singlet oksijen (*O,): Ortaklasmamus elektronu olmadig igin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijendeki 7y veya my, karsi bag elektronlarindan birinin enerji

kazanarak ters spinde diger orbitale ya da kendi orbitaline yerlesmesi sonucunda

olusmaktadir [8].

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu (R.) peroksil radikali, (ROO.), alkoksi
radikali (RO.) gibi karbon merkezli radikaller de meydana gelmektedir.

2.2. Antioksidanlar

Yapilan ¢esitli calismalar sonrasinda, oksidatif stres ile miicadelede, diyabet, kronik
iltihabi rahatsizliklar, ndrodejeneratif bozukluklar ve bazi kanser tipleri gibi ¢esitli insan
hastaliklarinin olusumunda, viicuda alman antioksidan miktarinin 6nemli oldugu
gbzlenmistir [9]. Gida biliminde antioksidanlar, viicut savunmasindan sorumlu
maddeler olarak bilinmektedir. Gida yoluyla disaridan viicuda aliman ve disiik
konsantrasyonlarda olan bu antioksidan etkili bilesikler, reaktif oksijen ve azot
tiirlerinin (ROT ve RAT) olumsuz etkilerini azaltmada etkin bir rol oynarlar.

Antioksidanlarin radikallerle tepkimeleri {i¢ basamakta incelenebilir. Bu basamaklar;
- Radikallerin olusmasi
- Radikallerin yayilmasi

- Radikallerin sonlanmasi seklindedir.



Antioksidanlar kimyasal yapilar1 ve fonksiyonlarina gore siniflandirilabilirler.
Bunlardan bazilar1 hiicre icerisinde meydana gelen metabolik reaksiyonlarda hasar

goren molekiilleri uzaklastirmaya veya o molekiillerin onarilmasina yardimci olurlar

[10].

2.2.1. Metabolizmadaki Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Insan hiicreleri, 0,-CO, tasmmas1 esnasinda reaktif oksijen tiirlerine, yani oksidatif
strese maruz kalmaktadirlar. Bazi durumlarda ROT larin konsantrasyonlar: hiicrelerde
antioksidan madde konsantrasyonunu ge¢mektedir [5]. Bu durumda viicutta yer alan
enzimatik antioksidan savunma mekanizmalar1 devreye girmektedir. Bunlarin yetersiz
kaldig1 durumlarda ise disaridan alinan yapay veya dogal antioksidanlar ile viicut

savunmasi gli¢lendirilmektedir. Bu enzimatik antioksidanlar:

Stiperoksit dismutaz (SOD): Superoksit anyon radikalini O, ve H,0O, kadar indirgeyen
enzimdir. SOD enziminin ¢esitli metal kompleksleri bulunmaktadir [5]. Bunlar ise
CuSOD, ZnSOD, MnSOD’dir [11]. Hicre igerisinde SOD’nin yoklugunda ise
mitokondride yer alan Cu,Zn-SOD 6nemli rol oynamaktadir.

Katalaz (CAT): Viicutta tiim Onemli organlarda bulunur, fakat Kkaraciger
peroksizomlarda yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Katalaz hiicre igerisindeki

H,O,’i indirgeyerek O, ve H,O’ya pargalamaktadir. Yapisal olarak bir hemoproteindir.

Hidrojen peroksit varliginda aktif bolgede meydana gelen oksidasyon ve reduksiyon

(dismutasyon) tepkimelerini katalizlemektedir [12, 13].

Glutatyon: Glisin, glutamat ve sistein’den olusmus gama-glutamilsisteinilglisin adiyla
bilinen bir tripeptittir [14]. de Rey-pailhaide tarafindan 1890 yilinda yapilan
caligmalarda RH; formiilii ile gdsterilen glutatyon, pilotion olarak da adlandirilmaktadir.
Hiicre icerisinde yaklagik olarak 0,1-10 mM gibi yiiksek diizeylerde bulunan glutatyon,
neredeyse tiim hayvan hiicrelerinde bulunmaktadir [15]. Hiicrede sitozolde iki
basamakta glutatyon sentezlenmektedir. Birinci basamak glutamatin gama karboksil
gurubu ile sisteinin alfa amino gurubunun kondensasyonu ile olusmaktadir. Ikinci

basamak ise sisteinin alfa karboksil grubu ile glisinin kondansasyonunu i¢ermektedir ki



bu basamak glutatyonun hiz sinirlayict basamagidir [14]. Glutatyon H,0O,, organik
peroksitler ve potansiyel olarak zehirli bazi elektrofilik ksenobiyotiklerle reaksiyona
girerek organizmanin detoksifikasyon mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynar [15].
Mitokondrinin kullandig1 oksijenin yaklasik % 2-5 kadar1 hidrojen peroksit olusumu
saglamak {izere doOniistiiriiliir. Mitokondride H,O,’in  birikimi reaktif hidroksil
radikalinin mitokondriyal membran ve proteinlere hasar verebilen lipit hidroperoksit
olusturmasina  neden  olmaktadir.  Mitokondride  katalaz ~ bulunmadigindan
hidroperoksitlerin detoksifiye edilebilmeleri i¢in glutatyon ve glutatyon peroksidaz’a
ihtiya¢ duyulmaktadir [16, 17].

2.2.2. Sentetik Antioksidanlar

Bunlara oOrnek olarak, yiyeceklerin bozulmasini engellemek ve zincir-kirma
reaksiyonlarinda lipit peroksidasyonu sonucunda DNA’da meydana gelebilecek
hasarlar1 Onlemek amaciyla gidalara katilan Butillenmis hidroksianisol (BHA) ve
butillenmis hidroksitoluen (BHT) verilebilirler. BHA yapisal olarak iki izomere sahip
karisim halinde bulunmaktadir. Bu karisimda ise 3-tersiyerbutil-4-hidroksianisol ve 2-

tersiyerbutil-4-hidroksianisol bilesikleri mevcuttur.

OH OH
C(CH3);
C(CH3)3
OCHj,4 OCHj,3
2-tersiyerbutil-4-hidroksianisol 3-tersiyerbutil-4-hidroksianisol
2-BHA 3-BHA

Sekil 2.1. BHA nin kimyasal yapist



OH

H,;C);C
(H3C)3 C(CH)s

OCH;

Sekil 2.2. BHT nin kimyasal yapis1

2.2.3. Dogal Antioksidanlar

Vitaminler: Antioksidan olarak bilinen vitaminler; vitamin C (Askorbik asit) ve vitamin
E (Tokoferoller)’dir. Vitamin C suda ¢ok iyi ¢oziinebilen ve ¢ok giiclii bir indirgeyici
olan askorbik asit semidehidroaskorbat radikal ara {iriinii iizerinden kolaylikla
dehidroaskorbik aside okside olmaktadir. Askorbik asit karsilagtigi siiperoksit ve
hidroksil radikalleri ile kolaylikla reaksiyona girerek ortamda bulunan radikalleri

temizler [18-20].

H

o
Z
HO

HO OH

Vitamin C (askorbik asit)

Sekil 2.3. C vitamininin kimyasal yapisi

E vitamini tokoferol yapidadir ve dogal olarak alt1 ¢esit tiirevi bulunmaktadir. Bunlar
ise; alfa beta gama, delta, eta ve zeta’dir. Bunlar igerisinde a-tokoferol, antioksidan
aktivitesi en yiiksek olan tokoferol tlirevidir. Alfa-tokoferol’iin antioksidan 6zelligi ise,
yapisinda bulundurdugu hidroksil gurubuna sahip aromatik halkanin kimyasal olarak

aktif 6zelliginden kaynaklanmaktadir.



R;=R,=R;=metil, a-Tokoferol [2,5,7,8-tetrametil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]

R;=R;=Metil, R,=H, B-Tokoferol [2,5,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]

R,=H, R,=R;=metil, y-Tokoferol [2,7,8-trimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]

R;=R2=H, R3= metil, 8- Tokoferol [2,8-dimetil-2-(4,8,12-trimetiltridesil)kroman-6-ol]
Sekil 2.4. E vitamininin kimyasal yapis1

Hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikallerin

etkisinden koruyan savunma hatt1 olarak diisiiniiliir [8].

Fenolik asitler: Bitkilerde ¢ok miktarda bulunmaktadirlar. Fenolik asitler
Hidroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit i¢eren iki ana gruba ayrilmaktadir. Ama
genelini hidroksisinnamik asitler olusturmaktadir [21]. Onemli fenolik asitler p-
hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit, vanillik asit, siringik asit, p-kumarik

asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit, klorojenik asit ve rosmarinik asit’tir

COOH
COOH
OH OH
OH
p-Hidroksibenzoik asit Protokatesuik asit (3,4-dihidroksi benzoik asit)

Sekil 2.5. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit tiirevi bazi fenolik asitler



Sekil 2.5. Devam.

HO COOH
H,CO

vanillik asit

Benzoik asit tiirevli fenolik asitler

HO IgI:CHCOOH

p-kumarik asit

H;CO.

HO Igl —CHCOOH

ferulik asit

Sinnamik asit tiirevi baz1 fenolik asitler

HsCO

HO COOH

H,CO

siringik asit

HO C—=CHCOOH
H
HO
kafeik asit
HsCO
HO C——=CHCOOH
H
H,CO

sinapik asit

Sekil 2.5. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit tiirevi bazi1 fenolik asitler



2.2.4. Calisma Materyali Hakkinda Bilgi

L. rotundifolius Fabaceae familyasindandir. Yo6resel olarak hatun parmagi olarak
adlandirilmakta ve ¢ogunlukla Dogu ve Kuzey Dogu Anadolu bolgesinde yetismektedir.
Bu bolgelerde sulu cayirlar, ekilmemis tarlalar, orman kenarlar, ozellikle kuzey
yamagclarda 800-2200 m. yiiksekliklerde yetismekte ve Mayis-Temmuz aylar1 arasinda
bitki ¢iceklenmektedir. Uzun, tirmanici, ¢ok yillik, oldukea tiiysiizdiir. Govde koseli 1-
2,5 mm. Yapraklar dallanmis tendirilli; yaprak¢iklar bir pargali, genis eliptik, nadiren
suborbikular, 15-75 x 5-45 mm, diiz, paralel damarli. Stipiiller ovat-lanseolat yada
lanseolat, yar1 sagittat, 7-23 X 2-16 mm. Cigek saplar1 3-15 ¢igekli, 25-65 mm. Kaliks 6-
11 mm; disler esit degil iist dis genis liggenimsi, alt dis daha uzun, iggenimsi-lanseolat,
1-3 mm. Kalik tiipi 4-11 mm. Koralla pempemsi kirmizi, 10-25 mm. Meyve linear,
tilystiz, st dikis dar kanatli, (35-) 40-70 mm. Tohumlar 6-10, az belirgin retikulat-
rugos, hilum 2-3.5 mm, tohum ¢evresinin 1/3 kadardir [22-24].



Resim 2.1. Lathyrus rotundifolius Willd. bitkisi
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2.3. Antioksidan Madde Ekstraksiyonu I¢in Kullanilan Teknikler

Isil islem uygulanarak gergeklestirilen geleneksel Soxhlet ekstraksiyonu, bu amagla en
cok kullanilan, baz1 durumlarda “referans teknik™ olarak adlandirilan bir uygulamadir.
Ancak yontemin getirdigi fazla miktarda ¢oziicii kullanilmasi, uzun zaman almasi, gevre
kirliligine neden olmasi ve 1s1ya duyarh bilesikler i¢in uygun bir yontem olmamas1 gibi
sakincalar nedeniyle son zamanlarda daha farkli ekstraksiyon teknikleri gittikce
yayginlagmakta ve literatire bu konuda olduk¢a fazla sayida c¢alisma
kazandirilmaktadir. Bu yontemler arasinda Basingli Coziicii Ekstraksiyonu, Siiperkritik
Akiskan Ekstraksiyonu ve Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon sayilabilir. Burada
calismada kullanilmas1 planlanan iki teknik olan Soxhlet ve Ultrasonik Dalga Destekli

Ekstraksiyon teknikleri hakkinda detayli bilgi verilecektir.

2.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan yeni bir ekstraksiyon teknigi gelistirildi.
Gilintimiizde de kullanilan bu ekstraksiyon teknigi, referans ekstraksiyon teknigi olarak
da kullanilmaktadir [25]. Bir Soxhlet ekstraksiyonu yapmak igin Once distilasyon
balonuna yeterli miktarda ¢oziicii konulur. Diizenli kaynamasmi saglamak igin
distilasyon balonu igerisine birka¢ tane kaynama tasi konulur. Ekstrakte edilecek
numuneden bir miktar alinir ve ayn1 miktardaki ¢6ziicii ile yikanmis deniz kumu ile
harmanlanarak filtre igerisine konulur ve Soxhlet ekstraktoriine yerlestirilir. Soxhlet
kolonu iizerine sogutucu takilarak Soxhlet kolonu distilasyon balonuna baglanir.
Distilasyon balonu ise elektrikli bir 1sitici vasitasiyla isitilir. Buharlasan ¢oziicii
sogutucuda yogunlastirilarak Soxhlet ekstraktoriindeki numune iizerine dokiiliir ve
ekstraktor haznesi dolduktan sonra distilasyon balonuna sifon yapar. Bu islem Soxhlet
ekstraktoriinde toplanan ¢0Ozilicii berraklasana kadar devam eder [26]. Soxhlet
ekstraksiyonun en Onemli avantajlart ise numune igerisindeki hedeflenen maddenin
tamamini distilasyon balonuna toplamasidir. Standart veya referans ekstraksiyon teknigi
olarak adlandirilmasinin sebebi budur [25, 27]. Soxhlet ekstraksiyonunun dezavantaji

ise uzun siireli olmasi ve fazla miktarda ¢oziicii sarfiyatinin olmasidir.
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Resim 2.2. Deneysel ¢alismada kullanilan Soxhlet ekstraksiyonu sistemi

2.3.2. Ultrasonik Dalga Yardimh Ekstraksiyon

Mason ve ark. ultrasonik dalgalarin gidalarin islenmesinde uygulanan birgok islemde,
ornegin elstraksiyon, kristalizayon kurutma ve dondurma gibi iglemlerde kullanildigina
dair 6rnekler vermistir [28]. Ultrasonik dalgalar bir ortamdan gecerken kiitle transferine
neden olan, hem i¢ hem de dis dirence tesir eden bir seri etkide bulunurlar [29]. Sivi
icerisinde yiiksek siddetli ultrasonik dalgalarin karistirmayla birlikte uygulanmasi
halinde, c¢ozeltiye dogru olan kiitle transferine karsin dis direnci diisiirerek ekstrakt
miktarinin artmasi saglanir [30]. Kullanilan dalgalar genellikle frekanslari 20 kHz’den

biiyiik olan ses dalgalaridir. Elektromanyetik dalgalardan farki ise ses dalgalar1 yayilma

12



esnasinda genisleme ve sikisma ¢evrimleri igerir. Ultrasonik destekli ekstraksiyonlarin
iki genel tasarimi, ultrasonik banyolar veya kapali ekstraktdrler icine daldirilmig
ultrasonik prob’dan ibarettirler. Ultrasonik dalganin veya ultra sesin mekanik etkisi,
hiicresel malzemelere ¢oziiciiniin fazla miktarda girmesi ve kiitle transferini arttirmasi
seklinde olur [28]. Elektron mikrograf taramalari, ultrasonik dalganin mekanik
etkilerinin hiicre duvarlarinin yok oldugunu gostermistir. Geneleksel ekstraksiyonlarla
mukayese edildiginde bitki 6zlerine daha kisa siirede ulasilmaktadir [31]. Ultrasonik
dalga destekli ekstraksiyonun avantajlar1 arasinda, ultrasonik dalgaya maruz kalan
bitkisel dokularin fiziksel degisime ugramasi [32] ve hiicre igerisindeki ekstrakte
edilebilir bilesenlerin daha hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasi ve dolayisiyla ektraksiyon
isleminin daha kisa siirede gerceklesmesi sayilabilir [33]. Ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyon ayrica ucuz, basit ve geleneksel ekstraksiyon tekniklerine gore verimli bir
alternatiftir [34] Bu ekstraksiyon teknigi ile 1s1ya duyarli bilesenlerin ekstraksiyonunun
da verimi artmaktadir [35]. Ekstraksiyon islemi esnasinda kati partikiillerin artmasi
ultrasonik dalganin siddetinin azalmasina, bu da ekstraksiyon isleminin uzamasina
sebep olmaktadir. Ultrasonik dalganin sabit kalabilmesi i¢in genellikle calkalama veya
karistirma yapilmas1 ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonun dezavantajlarindandir
[36].

2.4. Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesinde Kullanilan
Bazi1 Yontemler

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Siiptirme Yontemi, ORAC Oksijen Radikali
Absorbans Kapasitesi Yontemi, ABTS/TEAK (Troloks Esdegeri Antioksidan
Kapasitesi) Yontemi, p-Karoten/Linoleik Asit Model Sistemi, FRAP (Demir(IIl) Iyonu
Indirgeme Antioksidan Giicii) Metodu, Cu(II) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi
(CUPRAC) Yontemi ve toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesi i¢in kullanilan
Folin-Ciocalteu Yontemi gibi yontemler bunlardan en ¢ok kullanilanlardan bir kagidir.

Bu caligmada kullanilacak olan yontemler asagida detayli olarak verilmislerdir.
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2.4.1. DPPH Radikal Temizleme Yontemi

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) uzun 6miirlii, koyu mor renkli bir radikaldir. DPPH
cozeltisi antioksidan maddeden bir tane H (hidrojen atomu) kopararak indirgenir ve
ortamdaki DPPH konsantrasyonunun azalmasiyla mor renkli DPPH ¢o6zeltisinin rengi
giderek acilarak agik sar1 bir renk alir. indirgenmis DPPH radikali ise en yiiksek
absorbans degerini 515-528 nm’de vermektedir. Bu indirgenme islemi yaklasik olarak
50-60 dakikada gergeklesmektedir [37]. Yiiksek konsantrasyondaki antioksidan madde
reaksiyon geregi ortamda bulunan DPPH radikallerini siipiiriir ve antioksidan
konsantrasyonu azaldik¢a ortamda bulunan indirgenmis DPPH konsantrasyonu artar. Bu
artisin sonucunda kullanilan antioksidan konsantrasyonu degeri yardimiyla radikal
konsantrasyonunu yariya diisiiren deger hesaplanir. Bu deger genellikle ECso veya 1Cs
seklinde ifade edilirr DPPH yontemi antioksidan bilesiklerinin radikal siipiirme

aktivitesini belirleyen kolay uygulanabilir bir yontemdir [38].

NO,

NO,

Sekil 2.6. DPPH Radikali
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L a0

N' + AH ——

NH
NO, O,N

O,N
NO,

NO,
NO,

Sekil 2.7. DPPH —Antioksidan reaksiyon mekanizmast

2.4.2 Cu-II iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yontemi

Bu yontem Apak ve arkadaslarinin gelistirmis oldugu, bakir-II neokuproin’in
antioksidanlar tarafindan bakir I neokuproin’e indirgenmesi esasina dayanan bir
antioksidan tayin metodudur. Bis(neokuproin) bakir(Il) kloriirin (Cu(II)-Nc), n-
elektrona sahip antioksidanlarla reaksiyonu sonucu bilesik bis(neokuproin) bakir(])

kloriir’e indirgenmektedir.
nCu(Ne)** + n-elekron rediiktant (AO)—3m=— nCu(Nc)* + nH" + n-elektron indirgenen madde

Bu reaksiyonda polifenolik antioksidanlarin Ar-OH gruplar1 Cu(I)-Nc’1 indirgeyerek
450 nm maksimum absorbans veren ¢ok yogun turuncu renkte Cu(l)-Nc selatini
olusturmaktadir. Normal CUPRAC metodunda, genellikle oksidasyon reaksiyonu 30
dakikada  gerceklesmektedir.  Fakat flavonoid  glikozitlerinin  aglikonlarina
hidrolizlenmesi sonucu olusan yeni bilesiklerin cogu da antioksidan giic gostermektedir
[39]. Bu nedenle CUPRAC reaktifi ile yavas reaksiyona giren antioksidanlarin

sicaklikla inkubasyonu sonucunda bu siire kisalmaktadir [39, 40].
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Sekil 2.8. CUPRAC reaktifi ile antioksidan molekiilii arasindaki reaksiyon

2.4.3. Toplam Fenolik Madde i¢eriginin Tayini

Bitkisel canlilarin biiylimesinde onemli rol oynayan fenolik madde miktarlarim
belirleyebilmek ve antioksidan aktiviteyi olusturan hidroksil gruplar1 hakkinda bilgi
edinebilmek i¢in Folin-Ciocalteu (FC) yontemi dogal maddelerin toplam fenolik madde

miktarlarinin 6l¢limii i¢in kullanilan bir yontemdir.

Folin-ciocalteu reaktifi ile fenolik maddeler etkilestirilerek bunlarin okside olmasi ve
belirli bir siire bekletilerek tepkimenin tamamlanmasi saglanir. Olusan renkli karisimin
745-765 nm de absorbansit okunur ve hazirlanan bir kalibrasyon grafigi yardimiyla
fenolik igerigin konsantrasyonu genellikle kalibrasyon grafiginin hazirlanmasinda

kullanilan standart bir fenolik bilesik cinsinden (6rnegin gallik asit) ifade edilir [37, 41].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemelerin Teknik Ozellikleri

Calismada, SARTORIUS CP 224s analitik terazi, BIOHIT PROLINE( 20-200ul),
BRAND TRANSFERETTE (0,5- 5 ml) otomatik mikro pipetler, YELLOW LINE
model vorteks, HANNA pH 206 pH metre, IKA A11 BASIC degirmen, RETSCH AS
200 model elek, HEIDOLPH LABORAT 4000 rotary evaporator, BANDELIN
SONOREX  50/60 Hz 180/640 watt ultrasonik banyo (Germany),
THERMOSPECTRONIC HELIOS a UV/VIS spekrometre, 1 cm’lik 1,4 mL’lik kuvars

kivetler kullanildi.

3.2. Kullamlan Kimyasallarin Teknik Ozellikleri

Gallik asit, Neokuproin, BHT (butillenmis hidroksitoluen - 2,6-di-tert-butil-4-
methoksifenol-), Trolox (6-hydroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik  asit),
metanol (HPLC derecede), Sigma (Almanya); Folin- Ciocalteu reaktifi (2N), DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali, bakir (IT) kloriir dihidrat, Fuluka (Almanya);
amonyum asetat, Riadel-de haén (Almanya); sodyum karbonat, Merck (Almanya)’dan
temin edildiler.

3.3. Numune Hazirlama

L. rotundifolius bitkisi toplandiktan sonra toprak partikiillerin den arindirilmak igin
suyla yikandi. Dogrudan giines 15181 almayan ve kuru hava akimmin saglandigi bir
ortamda seyrek serilerek kurutuldu. Kurutulan bitki kii¢iik parcalara boliindiikten sonra
ogiitiictide ogiitiildii ve elenerek pargacik biiytlikliigii 250-125 (+125) pm ile <125 (-
125) um olmak tizere ikiye ayrildi. Elde edilen iki farkli parcacik biiyiikliigiine sahip

numuneler karanlik ortamda ekstraksiyon i¢in muhafaza edildiler.
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3.4. Ekstraksiyon Islemleri

3.4.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Kurutulmus L. rotundifolius bitkisinden <125 pum (ve >125um) kismindan 0,1 mg
hassasiyet ile tartilmis yaklasik 5 gram alinarak ekstraksiyon c¢oziiciisii ile yikanan
kartus igerisine konuldu. Kartus 100 mL’lik Soxhlet ekstraktorii i¢erisine yerlestirildi ve
kaynama balonuna birka¢ kaynama tas1 konularak 150 mL ¢o6ziicii konuldu. Coziicii
berraklasana kadar ekstrakte (40-45 sifon) edildi [25,35]. Eksraksiyon ¢oziiciisli olarak
metanol, saf su ve % 50 (v/v) metanol-su ¢ozeltisi kullanildi. Elde edilen ekstraktlar
mavi band siizge¢ kagidindan siiziilerek partikiilleri uzaklastirildiktan sonra, sabit
tartima getirilmis balonlarda rotary evaporator ile 35-45 °C’de ¢oziiclileri uguruldu.
Elde edilen kuru ekstraktlar en az 12 saat desikatorde bekletildikten sonra 0,1 mg
hassasiyetle tartilarak ekstraksiyon ¢oziiciisii kullanilarak stok ¢ozelti haline getirildiler.
Stok ¢ozelti atmosferi azot atmosferi ile degistirilerek giines 15181 almayacak sekilde +4

°C’de analiz i¢in muhafaza edildiler.

3.4.2. Ultrasonik Dalga Yardimh Ekstraksiyon

Onceden hazirlanmis <125 pum ve 250-125 um pargacik boyutundaki numuneden
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon Wang ve arkadaslarinin [34] bir c¢alismasinda
kullandiklarin ultrasonik banyo ekstraksiyon teknigi hafifce modifiye edilerek
gerceklestirildi. Ekstraksiyon i¢in yaklasgik 5 g kadar 0,1 mg hassasiyetle tartilmis
numune, 250 ml’lik bir erlene konularak iizerine 100 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii ilave
edildi ve agz1 sikica kapatilarak sicakligi 25-30 °C sabitlenmis BANDELIN SONOREX
(50/60 Hz, 180/640 watt Germany) model bir ultrasonik banyoda 20 dakika siireyle
ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt siiziilerek iizerine 100 mL daha ¢6ziicii konuldu ve
bu sefer 10 dakika siireyle ekstrakte edildi. Ayni islemler 5 dakikalik bir siire i¢in
ticlincii defa tekrar yapildi. Elde edilen ardisik ii¢ farkli zamandaki ekstraktlar
birlestirilerek mavi bant silizge¢ kagidindan siiziilerek sabit tartima getirilmis balona

aktarildi ve rotary evaporatorde coziiciileri ugurularak tartilmak suretiyle miktarlar
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belirlendi. Ekstraktlar, ekstraksiyon ¢oziiciisii ile tekrar ¢oziilerek 100 mL’lik balon
jojelerde stok ¢ozelti hazirlandi. Azot atmosferinde +4 °C’de muhafaza edildiler. Bu
islem her bir ¢6ziicii i¢in ii¢ kez yapildi ve ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanol, saf su

ve % 50 (v/v) metanol-su ¢ozeltisi kullanildi.

3.5. Ekstraktlarin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismada elde edilen extraktlarin antioksidan aktiviteleri DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikal temizleme, bakir-l1l iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
(CUPRAC) yontemlerine gore ve toplam fenolik madde igeriklerinin tayini ise Folin-

Ciocalteu Yontemine gore yapildi.

3.5.1. DPPH Radikal Temizleme Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemi Cuendet ve arkadaslarinin metodunun hafif
modifiye edilmesiyle yapildi [42]. Stok ¢ozelti konsantrasyonlart 1000 pg/mL’ye
seyreltildikten sonra 9 kez 2 oraninda seyreltildiler (1000-1,95 pg/mL) ve seyreltilmis
cozeltilerden 750 pl alinarak {iizerlerine etanolde hazirlanmis 100 pM’lik DPPH
cozeltisinden 750 pL ilave edildi. Numune korleri i¢in 750 uL numune alindi ve
tizerlerine DPPH c¢ozeltisinin ¢dziiciisli ilave edildi. Kontrol ¢dzeltisi i¢cin 100 pM’Iik
DPPH c¢ozeltisinden 750 pL alindi ve iizerine 750 pL numune ¢oziiciisii ilave edildi ve
vortekslenerek 50 dakika sonra 517 nm absorbans okundu. Ug tane kontrol ¢ozeltisi ve
her bir konsantrasyona ait ii¢ paralel ve bir kor olarak 6l¢iim yapildi. Karsilastirma
maddesi olarak konsantrasyonlar1 1000 pg/mL olarak hazirlanmis BHT ve Trolox
kullanilmistir. Kontrol ¢6zeltisinin absorbanslar1 ortalamasi ve her bir konsantrasyon
icin ii¢ paralelin absorbanslari ortalamasindan kor absorbans farklar1 alinarak
kalibrasyon grafigi ¢izildi. Elde edilen bu grafikten ICso (radikal konsantrasyonunu
yariya diisiiren) deger hesaplandi. ICsy degerleri, kontrol ¢ozeltilerine karsilik gelen
absorbanslarin ortalamasi1 ikiye bdliinmesi ile elde edilen degerlerin kalibrasyon
grafiginin dogru denkleminde “y” degeri yerine konulmasi ile hesaplanir. Denkleme 5’e

gore % radikal giderme (% I) hesaplandi.
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A,— A

% Radikal siipiirme = — L x100 (5)
A

0

A,; Kontrol ¢ozeltilerinin absorbans ortalamasi, Aj;; numune absorbanslarinin

ortalamasindan kor absorbans farki.

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

Bu deneyler Apak ve arkadaslarmin yontemi uygulanarak gergeklestirildi [39]. Bunun
i¢in 102 M Cu (IT) i¢in 0,4262 g CuCl,.2H,0 tartilarak bir miktar saf suda ¢oziindiikten
sonra 250 mL’ye seyreltildi.1 M NHyAc (pH=7); tampon ¢dzeltisi i¢in 19,27 g NH4AC
saf suda ¢oziildii ve 250 mL’ye seyreltildi. 7,5x10° M Neokuproin (Nc¢) ¢ozeltisi i¢in
tartilan 0,0390 g’lik neokuproin % 96’lik etil alkolde ¢oziilerek 25 mL’ye seyreltildi.
Karsilastirma maddesi olarak % 96 etil alkolde hazirlanmis 102 M trolox ¢dzeltisi

kullanildi. Olgiim i¢in reaktifler su sekilde eklendi:

Bir test tiipiine sirastyla 1’er mL Cu(II), N¢, NH4Ac, x mL antioksidan madde ve (1,1 —

x) ml saf su eklenerek toplam hacim 4,1 mL’ye tamamlandu.

Taze hazirlanmis 102 M trolox ¢oOzeltisinden 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL ve 0,5
mL hacimler alinarak daha 6nceden hazirlanmis sirasiyla 1’er ml Cu(1l), Nc ve NH4AC
tizerine eklendi. Hacmi 4,1 ml’ye tamamlamak i¢in (1,1 — x) ml saf su ilave edildi. Kor
olarak antioksidan madde yerine saf su konularak 1 saat inkiibasyondan sonra 450
nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir hacme ait ili¢ paralel absorbanslarinin
ortalamasindan kor absorbans farki alinarak kalibrasyon grafigi ¢izildi ve dogru
denklemi elde edildi. Stok cozeltiler ise 0,200-0,400 nm araliginda absorbans verecek
sekilde seyreltilerek Olgiimleri alindi. Elde edilen numune absorbanslar1 kalibrasyon
dogru denkleminde “y” bilinmeyeni yerine konularak numunedeki miktarlar1 mol TE/g

kuru numune olarak ifade edildi.

20



3.5.3. Toplam Fenolik Madde I¢eriginin Tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu yontemine gore Slinkard ve Singleton’un
metodu hafif degisikliklerle uygulanarak gergeklestirildi [41]. Standart olarak metil
alkolde hazirlanmis 1 mg/mL’lik gallik asit kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi.
1 mg/mL konsantrasyondaki gallik asit 1/2 oraninda 10 kez seyreltildi (1-1,95.107
mg/mL). Elde edilen 10 tane farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerin her birinden 50 pL
alinarak tizerlerine 2,5 mL saf su, 250 pL 1:10 oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu
reaktifi ilave edildi ve vortekslenerek 3 dk. sonra 750uL 75 mg/mL Na,COj ilave edildi.
Tekrar vortekslenerek 2 saat sonra THERMOSPECTRONIC helios o marka bir UV
cihaz1 kullanarak 765 nm’de absorbans degerleri okundu. Deneyler {i¢ paralel olarak
tekrar edildi ve kor olarak saf su kullanildi. K&r absorbansi Al ve {i¢ paralelin

absorbans ortalamasi A2 olmak lizere:
AA=A2-Al (6)

esitliginden yararlanarak absorbans farklari hesaplandi. Her bir konsantrasyona karsilik
gelen absorbanslar ile gallik asit kalibrasyon grafigi olusturuldu. Ekstraktlardan elde
edilen stok c¢ozeltilere de gallik asit’e uygulanan islemler aynen uygulandi ve absorbans
farklart hesaplandi. Elde edilen absorbanslar gallik asit dogru denkleminde “y”
bilinmeyeni yerine konularak ve yapilan seyreltmeler de dikkate alinarak orijinal
numunenin toplam fenolik madde igerigi mg veya g GAE/100 g kuru numune olarak

hesaplandi.

3.6. Deney Sonuclarinin Istatistiksel Analizi

Tiim deneyler li¢ paralelle gerceklestirildi ve sonuclar ‘ortalama + standart sapma’
seklinde verildi. Iki ortalamanin karsilastirilmas icin ‘t istatistigi’ (Student’s t-Test),
ikiden fazla ortalamanin karsilastirilmasi icin ise ‘tek yonlii varyans analizi’ (ANOVA)
gerceklestirildi. p degerlerinin 0,05’ten daha kiigiik olmasi durumunda (p<0,05)
karsilastirilan ortalamalar arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul
edildi. Hangi ortalamalarin farkli oldugu, ‘en kiiclik anlaml fark’ yontemi uygulanmak

suretiyle belirlendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon islemlerinden Elde Edilen Bulgular

Calismada pargacik boyutunun 125 pm’den kiiciik tutuldugu, ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyon siiresinin 35 dk ile smirlandirildigi, ¢6ziicii olarak da metanol, % 50
metanol-su (v/v) ve saf suyun kullanildig1 ekstraksiyon deneyleri ile bunlara iliskin
sonraki testler, literatiirde yer alan caligmalar da [43] dikkate alinarak “Ana Calisma
Kism1” olarak ayr1 bir baslik altinda incelendi. Pargacik boyutunun degistirildigi ve
farkli ekstraksiyon siirelerinin kullanildigir deneyler ise “Parametre Calismasi Kismi”

baslig1 altinda toplandi.

4.1.1. Ana Calisma Kismm Verim Yiizdeleri

¥ <125 met sox

¥ <125 met 35ult

Ekstraksiyon Teknigi (¢oziicii metanol)

<125metsox:125 pm’den kiigiik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kii¢iik metanol
35 dk’lik ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.1. Coziicii olarak metanol kullanilarak Soxhlet ve Ultrasonik Dalga

Destekli ekstraksiyonlardan elde edilen verim ylizdeleri
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® <125 saf su sox

%Verim

¥ <125saf su 35ult

Ekstraksiyon Teknigi (¢oziicii saf su)

<125safsusox:125 um’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pum’den kiiciik saf su
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.2.  Coziicii olarak saf su kullanilarak Soxhlet ve Ultrasonik Dalga Destekli

ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

¥ <125 %50 metsox

¥ <125 %50 metult

Ekstraksiyon Teknigi (¢6ziicii %50 metanol-saf su)

<125%50metsox:125 pm’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125
pm’den kiigiik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.3.  Coziicii olarak %50 metanol-saf kullanilarak Soxhlet ve Ultrasonik Dalga

Destekli ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

Uc ayn ¢oziicii ile gergeklestirilen ekstraksiyonlardan elde edilen ortalama degerler

karsilastirildiginda (sirastyla metanol, saf su ve % 50 metanol-saf su ¢oziiclilerine gore
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Soxhlet-Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon verimleri (%): 23,01+£1,06-21,04+0,51;
35,18+£1,90-31,76£3,94 ve 29,60+1,17-32,10+£0,91) ilk bakista sunlar soylenebilir:
Sekil 4.1 ve 4.2°den de goriilecegi gibi ¢oziicii olarak metanol ve saf suyun kullanildigi
ekstraksiyonlarda Soxhlet ekstraksiyonu, ultrasonik dalga destekli ekstraksiyondan daha
yiiksek degerler ortaya koymustur. Ancak ¢oziicli olarak % 50 metanol-saf su’yun
kullanildig ekstraksiyonlarda (Sekil 4.3) ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon, Soxhlet
ekstraksiyonundan daha yiiksek deger sergilemistir. Coziicii olarak saf suyun
kullanildig1 ekstraksiyon deneylerinin her iki teknikte de yiliksek degerler sergiledigi
Sekil 4.2°den goriilmektedir. Cozilicli olarak metanol ve saf suyun kullanildigi
deneylerde, iki farkli ekstraksiyon tekniginin verimleri arasinda olusan farkin, her iki
teknikte uygulanan birbirinden oldukga farkli ekstraksiyon stireleri (6-8 saate karsin 35
dk) ile Soxhlet ekstraksiyonunun nispeten daha yiiksek bir sicaklikta
gerceklestirilmesinden kaynaklandigi ongoriilebilir. Ancak ¢oziicii olarak % 50
metanol-saf su kullanilan ekstraksiyon deneylerinde, ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonun Soxhlet deneylerinden daha yiiksek bir verim ortaya koymas: ilgi ¢ekici
olabilir. Bu durum, Sekil 4.1 ve 4.2 dikkatle incelendiginde ag¢iklanabilir. Coziicii olarak
saf metanol ve saf su kullanildiginda verim degerleri ya en diisiik degerler, ya da en
yiiksek degerler olarak goze carpmaktadir. Coziiciiniin % 50°lik bir karigim halinde
uygulanmasi, Soxhlet ekstraksiyonu verimini saf metanol ve saf su kullanildiginda elde
edilen degerlerin arasinda bir yere ¢cekmektedir (sirasiyla % 23,01£1,06; % 29,60+1,17
ve % 35,18+1,90). Yani su ¢oziiciisiine daha az polar bir bilesen olan metanoliin ilave
edilmesi Soxhlet veriminde bir diismeye yol agmakta, ancak ayni etki ultrasonik dalga
destekli ekstraksiyonda olugsmamaktadir. Her iki ekstraksiyon tekniginin farkli yapilar
ve uygulama sartlart bu durumu ortaya gikarabilir. Ornegin Soxhlet ekstraksiyonu
buharlasma-yogunlagma dongiisiine dayali bir tekniktir. Bu nedenle buhar fazinin daha
ucucu bilesence daha zengin olacagi, dolayisiyla ekstraktér haznesine dolan
yogunlasmis ¢oziiciiniin % 50’den daha yiiksek yiizdede metanol icerecegi, diger bir
deyimle ekstraksiyon ortamindaki ¢oziiciiniin polaritesinin kaynama ortamindakinden
daha diisiik olacagi soylenebilir. Oysa ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonda her iki
¢Oziicliniin molekiilleri her sartta numune ile siirekli temas halinde bulunmaktadir.

Dolayisiyla su molekiilleri etkinliklerini tam anlamiyla ortaya koyabilmektedirler.
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Yapilan istatistiksel analizlerde, ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak metanol kullanildiginda
elde edilen ekstraksiyon verim ortalamalarmin farkli oldugu (p<0,05), diger iki
ekstraksiyon ¢oziiclisiinden elde edilen ortalamalarin ise teknikler arasi anlamli bir fark
sergilemedikleri (p>0,05) belirlenmistir. Yani ¢6ziici metanol oldugunda, Soxhlet
ekstraksiyonu ultrasonik dalga destekli ekstraksiyondan daha iyi bir deger sergilemis,

diger iki ¢6ziicli durumunda belirgin bir fark ortaya koymamustir.

4.1.2. Parametre Calismasi1 Kism Verim Yiizdeleri

Bu ekstraksiyon deneylerinden elde edilen verim yiizdeleri asagidaki Sekil 4.4’te toplu

olarak verilmistir.

35,18 ¥ <125 met sox
33,95

e 32,10 G 57 ¥ <125 %50 metsox
2_9150 I ® <125 saf su sox
2&-01 5102 ' ® >125 saf su sox
~— ¥ <125 met 35ult
s o ® <125 %50 metult
® <125saf su 35ult

31,76 29,80

m >125 saf su 35ult
B >125 saf su 15ult

. o ® >125 saf su 70ult
Ekstraksiyon Teknigi

<125metsox:125 um’den kii¢iikk metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125%50metsox:125
pm’den kiiciik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125 um’den kiigiik %50
metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; >125safsusox:125 pm’den biiyiik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; >125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pum’den biiyliik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu; >125safsulSult: 15 dakikalik 125 pm’den biiylik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu ve >125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pm’den bilyiik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu,

Sekil 4.4. Parametre ¢alismasi kismi i¢in yapilan ekstraksiyonlardan elde edilen

verim Yizdeleri
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4.1.2.1. Coziiciiniin Verime EtKkisi

¥ <125 met sox

¥ <125 met 35ult

™ <125 saf su sox

¥ <125saf su 35ult
¥ <125 %50 metsox

M <125 %50 metult

Ekstraksiyon Teknigi

<125metsox:125 um’den kii¢iikk metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kii¢iikk saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125%50metsox:125
pum’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125 pm’den kiigiik %50
metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.5.  Elde edilen verim yiizdelerine ¢dziiciliniin etkisi

Sekil 4.4’ten agikca goriilecegi iizere, elde edilen ortalama degerlere bakildiginda, her
iki ekstraksiyon teknigi i¢in en etkili ¢oziicliniin saf su oldugu (% 35,18+1,90 ve %
31,76+3,94), metanoliin her ikisinde de en diisiik verim degerlerini ortaya koydugu (%
23,01+1,06 ve % 21,04+0,51) sOylenebilir. % 50 metanol-saf su ¢oziicii karigimi
kullanildiginda ise ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonun, Soxhlet ekstraksiyonuna
gore daha yiiksek bir verime sahip oldugu goriilmektedir (% 32,1+0,91°e karsilik %
29,6£1,17). Metanol ¢oziiciisiiniin diisiik polaritesinin ekstraksiyon verimlerini her iki
teknikte de etkiledigi agikca goriilmektedir. Saf su ¢oziicli olarak kullanildigi her
durumda, ekstraksiyon verimini saf metanole gore yiikseltmistir. Suyun ¢oziicii olarak
(saf veya karigim halinde) kullanildig1 durumlarda elde edilen verim yiizdeleri % 29,60
ile % 35,18 arasinda degismektedir. Bu durum, polaritesi metanole gore daha yiiksek
olan saf suyun, bitkisel yapida fazla miktarda yer alan polar bilesik gruplarini ¢6zmede

cok daha etkin oldugunu gozler 6niine sermektedir.
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Her iki teknikle, farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen verim ortalama degerleri
arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Buna
gore, verim agisindan ¢oziicii etkinliginin Soxhlet teknigi i¢in metanol < % 50 metanol-
saf su < saf su; ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon i¢in metanol < % 50 metanol-saf

su = saf su seklinde degistigi belirlenmistir.

4.1.2.2. Parcacik Biiyiikliigiiniin Verime Etkisi

® <125 saf su sox
¥ >125 saf su sox
® <125saf su 35ult
@ >125 saf su 35ult

Ekstraksiyon Teknigi (pargacik buyiikliigi)

<125safsusox:125 pum’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; 125safsusox:125 um’den biiyiik saf su
Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.6.  Elde edilen verim yiizdelerine parcacik biiyiikliigiiniin etkisi

Bu deneyler ¢oziicli olarak sadece saf su kullanilarak gerceklestirildi. Sekil 4.4°e
bakildiginda, parcacik biiyiikligii arttikga ekstraksiyon verimlerinde hafif disiisler
oldugu goriilmektedir. <125 pm parcacik biiyiikliiglinde Soxhlet icin verim %
35,18+1,90 olarak elde edilmisken, parcacik biiyiikliigli >125 um olarak kullanildiginda
verim % 33,95+0,50 olarak gergeklesmistir. Ayni1 sekilde ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonda da verim % 31,76+3,94’ten % 30,66+1,12’ye diismiistiir.
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Istatistiksel analizlerde, her iki teknikte de parcacik biiyiikliigiiniin < 125 um’den > 125
pum’ye degistirilmesiyle elde edilen ortalamalar arasinda % 95 giiven seviyesinde

anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

4.1.2.3. Ekstraksiyon Siiresinin Verime Etkisi

® >125 saf su 15ult
¥ >125 saf su 35ult
® >125 saf su 70ult

Ekstraksiyon siiresi (Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon)

>125safsul5ult: 15  dakikalik 125 pm’den biiyiikk saf su ultrasonik dalga  destekli
ekstraksiyonu>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu; ve >125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu,

Sekil 4.7.  Elde edilen verim yiizdelerine ekstraksiyon siiresinin etkisi

Bu deneyler de, ekstraksiyon siiresinin daha 6nemli oldugu ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyon teknigi kullanilarak gerceklestirildi. Pargacik biiyiikligi >125 pm olarak
uygulandi. Yine Sekil 4.4.’ten goriilecegi lizere, ekstraksiyon siiresi uzadikca verimde
hafif diigiisler meydana gelmektedir. 15 dk’lik ekstraksiyon siiresi ig¢in verim %
31,57+0,69 iken, 35 dk’lik ekstraksiyonda % 30,66+1,11’e ve 70 dk’lik ekstraksiyonda
ise % 29, 80+5,85’e diismiistiir. Bu durumun, baslangicta ekstraksiyon ortamina gegen
cesitli ~ kimyasal  tiirlerin,  ekstraksiyon  siliresinin ~ uzamasiyla  birlikte
cekirdeklesme/topaklagsma ya da bazi tiirlerin dimerlesmesi gibi etkilerle tekrar kati

numune pargaciklari {izerine birikmesi sonucu ortaya ¢iktig1 diisliniilebilir. Daha agik
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bir yorum yapabilmek i¢in her bir ekstraksiyon isleminin basindan sonuna kadar belirli

araliklarla pH 6l¢timlerinin yapilmasinin faydali olabilecegi soylenebilir.

Yapilan ANOVA analizinde ekstraksiyon siiresine gore elde edilen ortalamalar arasinda

% 95 giiven seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

Toplam fenolik madde igeriklerinin belirlenmesi caligmalar1 da, ekstraksiyon verimi
calismalarinda oldugu gibi “Ana Calisma Kismi” ve “Parametre Caligmasi Kismi”
olmak {lizere iki ayr1 gurupta gerceklestirildiler. Hesaplamalarda kullanilan ve gallik asit

kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafigi Ek Sekil 1’de verilmistir.

4.2.1. Ana Calisma Kismu Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde

Edilen Bulgular
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Ekstraksiyon Teknigi (¢coziicli: metanol)

<125metsox:125 um’den kii¢iik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <I125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu

Sekil 4.8. Coziicii olarak metanol kullanilarak elde edilen toplam fenolik madde

miktarlari
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Ekstraksiyon Teknigi (¢oziicii: saf su)

<125safsusox:125 pm’den kiiciik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.9.  Coziicii olarak saf su kullanilarak elde edilen toplam fenolik madde

miktarlari

¥ <125 %50 metsox

® <125 %50 metult

Toplam Fenolik Madde g GAE / 100 g
KURU NUMUNE

Ekstraksiyon Teknigi (¢oziicii: % 50 metanol-saf su)

<125%50metsox:125 pm’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125
um’den kiiglik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.10. Coziicii olarak %50 metanol-saf su kullanilarak elde edilen toplam fenolik

madde miktarlari
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Sekil 4.8. Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’ye bakildiginda istatistiksel analiz yapilmadan elde
edilen ham sonuglara gore ilk sdylenebilecek husus, ii¢ farkli ¢oziicii ortaminda da
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonun toplam fenolik madde igeriginin daha yiiksek
degerlerde oldugudur (Metanol-Saf Su-% 50 metanol ¢oziicli sirasina gére Soxhlet ve
Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon toplam fenolik madde degerleri: 1,76+0,10-
1,81+0,11 g GAE/100 g kuru numune; 1,88+0,21-2,24+0,17 g GAE/100 g kuru numune
ve 2,12+0,20-2,31+0,21 g GAE/100 g kuru numune). Bu da, fenolik maddelerin
ekstraksiyonunda ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonun, verim degerlerinde genelde
daha iyi degerler sergileyen geleneksel Soxhlet ekstraksiyonuna gore daha basarili
oldugunu gostermektedir. Buradan, ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlarda elde
edilen ekstraktlarin daha iyi antioksidan aktivite degerleri sergilemeleri beklenebilir.
Ciinkii literatiirde yer alan baz1 ¢calismalara goére, antioksidan aktivite ile toplam fenolik

madde miktarlari arasinda dogrusal bir iliski vardir [44, 45].

Ancak yapilan istatistiksel analizlere gore, her ii¢ ¢oziicii ile elde edilen ekstraktlarin
toplam fenolik madde degerleri arasinda teknikler agisindan anlamli bir farklilik
bulunamamaistir (p>0,05). Bu da toplam fenolik madde ortalamalar1 arasindaki farklarin
biiylik oranda rasgele hatalardan kaynaklandigini, teknikler agisindan anlamli bir fark

olusmadigini1 gostermektedir.
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4.2.2. Parametre Calisma Kismu Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden

Elde Edilen Sonuclar
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Ekstraksiyon Teknikleri

<125metsox:125 pm’den kii¢iik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <I125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125%50metsox:125
um’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125 um’den kiigiik %50
metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; >125safsusox:125 pm’den biiyiik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; >125safsu35ult: 35 dakikalik 125 um’den biyiik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu; >125safsulbult: 15 dakikalik 125 pm’den biiyikk saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu ve >125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pm’den biiylik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu,

Sekil 4.11. Parametre caligmalar1 kismindan elde edilen toplam fenolik madde

miktarlari
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4.2.2.1. Coziiciiniin Toplam Fenolik Madde I¢erigi Uzerine Etkisi
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Ekstraksiyon teknigi (Coziici etkisi)

<125metsox:125 pm’den kiigiik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metsox:125 pm’den kiigiik
%50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <I125safsusox:125 pm’den kiigik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125%50metult: 125 um’den kiigiik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiiciik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.12.  Toplam fenolik madde igerigi iizerine ¢6ziicliniin etkisi

Her iki ekstraksiyon tekniginde de toplam fenolik madde miktar1 metanol<saf su<% 50
metanol-saf su siralamasina gore artis gostermistir. Soxhlet ekstraksiyonunda bu
degerler sirasiyla (g GAE/100 g Kuru Numune olarak) 1,76+0,10; 1,88+0,21 ve
2,12+0,20 iken, Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyonda 1,81+£0,11; 2,24+0,17 ve
2,31+£0,21 olarak elde edilmistir. L. rotundifolius bitkisinden fenolik bilesik igerigi
yiiksek ekstrakt elde etmek i¢in mevcut {i¢ ¢oziicli segenegi iginde % 50 metanol-saf su
karisiminin en iyi tercih olabilecegi diisiiniilebilir. % 50 metanol-saf su ultrasonik dalga
destekli ekstraksiyonunda elde edilen 2,31+0,21 g GAE/100 g kuru numune degeri, ayni
zamanda tiim ekstraksiyonlar icerisinde elde edilen en yiiksek toplam fenolik madde

icerigi degeridir.

ANOVA testinde hem Soxhlet hem de Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyonda
coziiciilere gore toplam fenolik madde miktar1 ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark

bulunamamastir (p>0,05).
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4.2.2.2. Parca Biiyiikliigiiniin Toplam Fenolik Madde I¢erigi Uzerine Etkisi
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Ekstraksiyon Teknigi ( Par¢a Biiyukliga)

<125safsusox:125 pm’den kiiciik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; >125safsusox:125 um’den biiyiik saf su
Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.13. Toplam fenolik madde igerigi iizerine parga biiyiikliigliniin etkisi

Soxhlet ekstraksiyonunda parca biiyiikligi <125 pm’den >125(<250) pm’ye
cikarildiginda toplam fenolik madde miktar1 (g GAE/100 g kuru numune olarak)
1,88+0,21°den 1,94+0,17’ye yiikselmistir. Ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonda ise
bu deger 2,24+0,17°den belirgin bir diisiisle 1,64+0,10’a inmistir. Bu diisiis, 35 dk’da
gerceklestirilen her iki ekstraksiyonda, ¢Oziiciiniin daha iri parcacikli numunenin i¢
kisimlarina daha kiiciik parcacikli numunede oldugu kadar etki edemedigi gercegi ile
iliskilidir. Soxhlet ekstraksiyonunda, ekstraksiyon zamani ¢ok daha uzun oldugundan
(6-8 saat), toplam fenolik madde degerleri birbirlerine oldukga yakin degerler olarak
elde edilmistir. Hatta <125 pm’lik numunedeki toplam fenolik madde miktar1 bir miktar
daha yiiksek oldugu ortadadir. Bunun sebebinin, genellikle ¢ok ince tanecikli
numunelerin Soxhlet ekstraksiyonlar1 sirasinda meydana gelen ve ¢oziicii etkinligini

diisiiren “topaklagsma” olabilecegi diisiiniilebilir.

Yapilan “t” test sonuglarina gore, parcacik biiyiikliigiiniin <125 pm’den >125(<250)
um’ye ¢ikarilmasi, Soxhlet ekstraktlarinin toplam fenolik madde degerlerinde anlaml

bir farka yol agmamustir (p>0,05). Ancak Ultrasonik Dalga Destekli ekstraktlarda
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anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Yani ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonda

parca biiyiikliigiiniin azalmasi, toplam fenolik madde miktarina olumlu katki yapmustir.

4.2.2.3. Ekstraksiyon Siiresinin Toplam Fenolik Madde icerigi Uzerine Etkisi
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Ekstraksiyon siiresi (Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon)

>125safsul5ult: 15 dakikalik 125 pm’den biiyilk saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; ve
>125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.14.  Toplam fenolik madde igerigi lizerine ekstraksiyon siiresinin etkisi

Ekstraksiyon siiresi arttik¢a toplam fenolik madde icerigi once 1,80+0,10 g GAE/100 g
kuru numune degerinden 1,64+0,10’a diismekte, daha sonra yeniden 1,80+0,04’¢

yiikselmektedir.

ANOVA testlerinde, ii¢ farkli ekstraksiyon siiresi i¢in elde edilen toplam fenolik madde

ortalamalar1 arasinda anlamli bir farkliligin olmadigt bulundu (p>0,05).
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4.3. Antioksidan Aktivite Degerlerinin Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular
4.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Deneylerinden Elde Edilen Bulgular
4.3.1.1. Ana Calisma Kisminda Elde Edilen Bulgular

Bu deneylerden elde edilen verilerden yararlanilarak ¢izilen, ortamdaki radikallerin
yarisini sliplirebilmek i¢in gerekli olan antioksidan veya ekstrakt konsantrasyonu
degerlerini (ICsp) ifade eden siitun grafikler ile, antioksidan veya ekstraktlarin
ortamdaki radikalleri siipiirme oranlarini ifade eden % siipiirme/inhibisyon (% I)

grafikleri asagidaki Sekil 4.9-Sekil 4.12°de verilmistir.
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Ekstraksiyon Teknigi (¢6ziicii metanol) ve Karsilagtirma
Maddeleri (trolox ve BHT)

<125metsox:125 um’den kii¢iikk metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.15.  Metanol ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen ICsy degerleri

36



(ng/ml)

¥ <125 saf su sox

® <125saf su 35ult

® TROLOX

IC;, DEGERLERI

* BHT

6,94
———

Ekstraksiyon Teknigi (¢oziicii saf su) ve Karsilagtirma
Maddeleri (trolox ve BHT)

<125safsusox:125 pm’den kiiciik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.16.  Saf su ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen ICso degerleri
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Ekstraksiyon Teknigi (¢6ziicii %50 metanol-saf su) ve Karsilastirma
Maddeleri (trolox ve BHT)

<125%50metsox:125 um’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125
pm’den kiigiik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.17. %50 Metanol-saf su ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen 1Csy degerleri
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<125metsox:125 um’den kii¢iik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.18. Metanol ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen % inhibisyon egrileri
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<125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 um’den kiigiik saf su
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu

Sekil 4.19. Saf su ¢oziiciisti kullanilarak elde edilen % inhibisyon egrileri
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<125%50metsox:125 um’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125
um’den kiigiik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu

Sekil 4.20. %50 metanol-saf su ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen % inhibisyon

egrileri

Sekil 4.15-Sekil 4.18 incelendiginde en iyi ICsp ve % 1 degerlerini karsilastirma
maddeleri olan BHT ve Trolox’un ortaya koydugu goriilmektedir. Genel olarak her ii¢
¢oziicii tiirlinde de ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon, Soxhlet ekstraksiyonundan
daha yiiksek antioksidan aktivite sergilemistir (daha diisiik ICso degeri daha yiiksek
antioksidan aktiviteye karsilik gelmektedir). Elde edilen sonugclar, kisim 4.2.1°de verilen
toplam fenolik madde degerleri ile birlikte diisiiniildiiglinde bir her iki sonu¢ grubu
arasinda bir paralellik oldugu goriilmektedir. Toplam fenolik madde icerigi yiiksek olan
ultrasonik dalga destekli ekstraktlar, Soxhlet ekstraktlarindan daha iy1 radikal siipiirme
aktiviteleri sergilemislerdir. Yani bu sonuglar, kisim 4.2.1°de ifade edilen toplam
fenolik madde icerigi daha yiiksek olan ekstraktlardan daha iyi antioksidan aktivite
degeri elde edilebilecegi diisiincesine destek verir niteliktedir. En iyi radikal siiptirme
degeri saf su c¢oziiciisii kullanilarak gergeklestirilen ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonda elde edilirken (43,25+1,13 pg/mL), en diisiik deger ise yine saf su
coOziiciisii kullanilarak gergeklestirilen Soxhlet ekstraksiyonundan elde edilmistir
(75,25+20,59 pg/mL). Hemen hemen tiim ekstraktlar, 150-200 pg/mL konsantrasyon

araliginda % 90’lar civarinda % siipiirme degerleri (% I) sergilemistir.
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Istatistiksel analizlerde, ¢oziicii olarak metanol kullanildiginda elde edilen ICs degerleri
arasinda uygulanan ekstraksiyon teknikleri agisindan anlamli bir fark elde edilmigken
(p<0,05), % 50 metanol-saf su ve saf su ¢oziiciilerindeki farklar anlamli ¢ikmamistir
(p>0,05). Diger bir deyimle DPPH uygulamasinda, ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonla elde edilen metanolik ekstraktlar, antioksidan aktivite degeri agisindan

metanolik Soxhlet ekstraktlarindan daha iyi sonuglar ortaya koymustur.

4.3.1.2. Parametre Calismasi Kismindan Elde Edilen Bulgular
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<125metsox:125 um’den kii¢iikk metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125%50metsox:125
pm’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125 um’den kiigiik %50
metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; >125safsusox:125 pm’den biiyiik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; >125safsu35Sult: 35 dakikalik 125 pum’den biiylik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu; >125safsulSult: 15 dakikalik 125 pum’den biiyliik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu ve >125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pm’den biiyiikk saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu,

Sekil 4.21. Parametre ¢alismasi kismindan elde edilen ICso degerleri
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<125metsox:125 pm’den kii¢iikk metanol Soxhlet ekstraksiyonu,;<125metult: 125 pm’den kiiclik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125%50metsox:125
pm’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125 pum’den kiigiik %50
metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; >125safsusox:125 pm’den biiyiik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; >125safsu35ult: 35 dakikalik 125 um’den biyiik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu; >125safsulSult: 15 dakikalik 125 um’den biiyilk saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu ve >125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pum’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli

ekstraksiyonu,

Sekil 4.22.  Parametre ¢alismas1 kismindan elde edilen % inhibisyon degerleri
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1) Céziiciiniin DPPH Radikal Siipiirme Antioksidan Aktivite Degerleri Uzerine Etkisi:
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<125metsox:125 pm’den kiigiik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metsox:125 pm’den kiigiik
%50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <I125safsusox:125 pm’den kiiciik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; <I125metult: 125 pm’den kiigiik metanol ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125%50metult: 125 um’den kiigiik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiiciik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.23. DPPH radikal siipiirme antioksidan aktivite degerleri iizerine ¢dziiciiniin

etkisi
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<125metsox:125 pm’den kiigiik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metsox:125 pm’den kiigiik
%50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <I125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; <I125metult: 125 pm’den kiigiilk metanol ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125%50metult: 125 um’den kiiglik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.24. DPPH % inhibisyon antioksidan aktivite degerleri {izerine ¢oziiciiniin

etkisi
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Sekil 4.21 ve Sekil 4.22’ya bakildiginda Soxhlet ekstraktlar1 i¢in en iyi ICso degeri
¢oziicli olarak % 50 metanol-saf su karisimi kullanildiginda elde edilmis (45,66+3,01
pg/mL), bu degeri sirasiyla 58,2242,60 pg/mL’lik degerle metanol ekstraktt ve
75,25+20,59 pg/mL’lik degerle de saf su ekstrakti izlemistir. Saf su ilavesi ile karigimin
yiikselen polaritesi, antioksidan aktivite degerine olumlu bir etki yapmis gibi
goriilmektedir. Burada suyun ¢o6zelti ortamina daha polar olan bilesikleri g¢ektigi
sOylenebilir. Ancak kullanilan en polar c¢oziicii olan saf su ile gergeklestirilen
ekstraksiyondan elde edilen antioksidan aktivite degerinin en diisiik deger olmasi
yukaridaki agiklamaya uymamaktadir. Bu durum, saf suyun kaynama sicakliginin
kullanilan diger c¢oziicii tiirlerine gore oldukga yiiksek olmasi ile agiklanabilir.
Muhtemelen uzun siire yiiksek sicaklik kosullarinda kalan, antioksidan aktiviteye sahip
ancak termal olarak kararsiz pek ¢ok bilesik yapisal olarak bozunmakta ve etkinliklerini
kaybetmektedir. Bu durum ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlarda elde edilen 1Cs
degerleri incelendiginde daha iyi goriilmektedir. Ultrasonik ekstraktlardan en iyi ICsg
degeri saf su ile gerceklestirilen ekstraktlardan elde edilmistir (43,25+1,13 pg/mL). Bu
degeri swrastyla 43,71+£0,42 pg/mL’lik degerle % 50 metanol-saf su ¢oziiclisii ve
45,17£1,09 pg/mL’lik degerle de metanol ¢oziiciisii izlemistir. Ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonun nispeten 1limli kosullar1 (diistik sicaklik, kisa ekstraksiyon siiresi) termal
olarak kararsiz bilesiklerin bozulmadan ekstraksiyon ortaminda kalmalarini saglamis ve

bu da radikal siiplirme aktivitesi degerlerine olumlu yansimuistir.

Istatistiksel olarak, her iki teknikle ii¢ farkli ¢oziicii kullanilarak elde edilen ICsg
degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). Yani ¢oziicii polaritesi

degisiminin, antioksidan aktivite degerlerine belirgin bir katkis1 yoktur.
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11) Parc¢a Biiyiikliigiiniin DPPH Radikal Siiptirme Antioksidan Aktivite Degerleri

Uzerine Etkisi:
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<125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; >125safsusox:125 um’den biiyiik saf su
Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 um’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.25. DPPH radikal siiplirme antioksidan aktivite degerleri {izerine parca

buyiikligi etkisi
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<125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; >125safsusox:125 pm’den biiyiik saf su
Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.26. DPPH % inhibisyon antioksidan aktivite degerleri iizerine pargacik
bliytikliigiiniin etkisi

44



Calismanin bu kisminda elde edilen degerlere bakildiginda, Soxhlet ekstraksiyonlari
icin parcacik biiyilikliiglinlin artmasi ile antioksidan aktivite degerlerinde paralel bir artis
gozleniyorken (75,254+20,59 pg/mL’den 68,60+1,22 pg/mL’ye yilikselme), ultrasonik
dalga destekli ekstraksiyonda ise tersi bir durum (43,25+1,13 pg/mL’den 79,16+0,65
pg/mL’ye diisme) izlenmektedir. Normal beklentinin parcacik biiylikliigiiniin artis1 ile
¢coziliciiniin azalan ekstraksiyon etkinligine paralel olarak antioksidan aktivitede
olusacak bir diisiis olmasina ragmen, Soxhlet degerlerinin bunun tersini ortaya koymasi
ilgi ¢ekici olabilir. Bu durum muhtemelen, kii¢iik parga biiyiikliigii durumunda erken
ekstrakte olan antioksidan etkili ancak termal olarak duyarli bilesiklerin uzun siireli
Soxhlet sartlarinda bozunmasindan kaynaklanmaktadir. Par¢a biiylikliigii arttik¢a, bu tiir
bilesiklerin ekstraksiyonu daha ge¢ zaman araliklarina kaymakta ve bozunumlari
gecikmektedir. Bu da antioksidan aktiviteye pozitif yonde kiigiik bir katki
saglamaktadir. Ultrason destekli ekstraksiyonda ise parca boyutunun biiylimesi
antioksidan etkili bilesiklerin ¢6zelti ortamina taginimini geciktirmekte, bdylece

antioksidan aktiviteyi olumsuz yonde etkilemektedir.

Yapilan istatistiksel analizlerde, Soxhlet ekstraksiyonunda pargacik biiyiikliigli degisimi
acisindan anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05), ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyondaki degerler arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Ultrasonik
dalga destekli ekstraksiyonda pargacik biiylikliigliniin artis1, antioksidan aktiviteyi

olumsuz yonde etkilemistir.
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1) Ekstraksiyon Stiresinin DPPH Radikal Siipiirme Antioksidan Aktivite Degerleri

Uzerine Etkisi:
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>125safsul5ult: 15 dakikalik 125 pm’den biiyilk saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu ve
>125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.27. DPPH radikal siipiirme antioksidan aktivite degerleri iizerine

ekstraksiyon siiresinin etkisi
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>125safsulSult: 15 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu3Sult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu ve
>125safsu70ult: 70 dakikalik 125 um’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.28. DPPH % inhibisyon antioksidan aktivite degerleri lizerine Ekstraksiyon

stiresine etkisi
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Bu deneylerde, ekstraksiyon siiresinin artmasi ile radikal siiplirme degerleri once
diismekte, sonra ylikselmektedir (sirasiyla 71,87+3092 pg/mL; 79,16+£0,65 pg/mL ve
66,70+1,45 pg/mL). Bu durum, ekstraktlara ait toplam fenolik madde degerleri ile de
uyum i¢indedir. Toplam fenolik madde igerigi en diisiik olan >125safsu35ult ekstrakti
(1,64+0,10 g GAE/100 g kuru numune) ayn1 zamanda bu ii¢ ekstrakt i¢inde en diisiik
antioksidan aktiviteyi ortaya koymustur. Bu nedenle toplam fenolik madde igerigi

degisimi icin yapilan yorumlar burada da gecerlidir.

Gergeklestirilen tek yonli ANOVA testinde, ekstraksiyon siiresine gore elde edilen
ekstraktlarin antioksidan aktivite ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar oldugu bulunmustur (p>0,05). Hangi ortalamalarin farkli oldugunu belirlemek
icin “en kii¢iik anlamli fark™ testi yapildi. Antioksidan aktivite degerleri ekstraksiyon

stiresine gore en iyi degerden en diisiik degere dogru su sekilde siralandi:

70 dk’lik ekstrakt > 15 dk’lik ekstrakt > 35 dk’lik ekstrakt.

4.3.2. Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Deneylerinden
Elde Edilen Bulgular
4.3.2.1 Ana Calisma Kismindan Elde Edilen Bulgular

Bu testlerde elde edilen degerlerden yararlanilarak cizilen ve 1 g kuru numunedeki
antioksidan etkili bilesiklerin mmol cinsinden karsilastirma maddesi olan trolox
esdegerlerinin verildigi grafikler asagidaki Sekil 4.17-Sekil 4.19°da verilmistir. Bu
testlerde daha yiiksek olan deger daha yiiksek antioksidan aktiviteye karsilik
gelmektedir. Hesaplamalarda kullanilan kalibrasyon grafigi Ek Sekil 2°de verilmistir.
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Ekstraksiyon teknigi (¢6ziicii metanol)

<125metsox:125 pm’den kiigiik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.29.  Metanol ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen CUPRAC degerleri

¥ <125 saf su sox

¥ <125 safsu 35ult

CUPRAC degerleri (mmol TEAC/g KURU

Ekstraksiyon teknigi (¢oziicii saf su)

<125safsusox:125 pm’den kiiciik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.30.  Saf su ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen CUPRAC degerleri
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Ekstraksiyon teknigi (¢coziicii %50 metanol-saf su)

<125%50metsox:125 pm’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125
pm’den kiigiik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.31. %50 metanol-saf su ¢6ziicti karigimi kullanilarak elde edilen CUPRAC

degerleri

Sekil 4.29 ve Sekil 4.30’dan ultrasonik dalga destekli ekstraktlarin CUPRAC
degerlerinin Soxhlet ekstraktlarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Toplam
fenolik madde igerigi degerlerine bakildiginda da bu beklenen bir durumdur. Ancak
¢oziicli olarak % 50 metanol-saf su karisimi kullanildiginda, Soxhlet ekstraktlarinin
hafifce daha yiiksek deger sergiledikleri goriilmektedir. Bu durum kullanilan diger
yontem olan DPPH radikal siipiirme yonteminden elde edilen sonuca ters gibi goriinse
de, beklenebilir bir sonu¢ oldugu sdylenebilir. Ciinkii ¢oziicii olarak % 50 metanol-saf
su kullanildiginda, her iki yontemde elde edilen Soxhlet ve ultrasonik dalga destekli
ekstraktlarin antioksidan aktivite degerlerinin birbirine oldukca yakin degerler olduklar
(DPPH igin 45,66+3,01-43,71+£0,42 pg/mL; CUPRAC ig¢in 7,08+0,12-7,05+0,11 mmol
TEAC/1 g kuru numune), ek olarak yontemler arasindaki mekanizma, yapisal
farkliliklar gibi unsurlar diislintildigiinde de elde edilen sonucun mantikli oldugu ifade

edilebilir.

Anlamlilik testlerinde, CUPRAC degerleri agisindan, c¢oziicii olarak saf su

kullanildiginda elde edilen ultrasonik dalga destekli ekstraktlar, Soxhlet ekstraktlarindan
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daha iyi degerler ortaya koymustur (p<0,05). Diger ¢oziicii tiirlerinde, teknikler arasinda

anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

4.3.2.2. Parametre Calismasi1 Kismindan Elde Edilen Bulgular

¥ <125 met sox
7,10

8,02
7,47
7,08 7,05
oo &
‘F - 6.8
-+

Ekstraksiyon teknigi

7,16 6,68 ¥ <125 met 35ult

6,89
® <125 %50 metsox
¥ <125 %50 metult
™ <125 saf su sox
M <125 safsu 35ult
™ >125 saf su sox
-

® >125 saf sul5ult

™ >125 saf su 35ult

2
o
=
x
oo
N
Q
<
(=¥
-
©
£
E
=
()]
=
(]
b0
()
©
o
<<
oc
a
]
o

™ >125 saf su 70ult

<125metsox:125 pm’den kiigiik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125metult: 125 pm’den kiigiik metanol
ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <I125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; <125%50metsox:125
pm’den kiigiik %50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metult: 125 pm’den kiigiik %50
metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu; >125safsusox:125 pm’den biiyiik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; >125safsu35ult: 35 dakikalik 125 um’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu; >125safsulSult: 15 dakikalik 125 pum’den biiylk saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu ve >125safsu70ult: 70 dakikalik 125 um’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli
ekstraksiyonu,

Sekil 4.32. Ekstraksiyonlardan elde edilen CUPRAC degerleri
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1) Coziiciiniin Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Giicii (CUPRAC) Degerleri Uzerine

Etkisi
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Ekstraksiyon teknigi (¢Oziicii etkisi)

<125metsox:125 pm’den kiigiik metanol Soxhlet ekstraksiyonu; <125%50metsox:125 pm’den kiigiik
%50 metanol-saf su Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsusox:125 pm’den kiigiik saf su Soxhlet
ekstraksiyonu; <I125metult: 125 pm’den kiigiik metanol ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125%50metult: 125 pm’den kiigiik %50 metanol-saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu;
<125safsuult: 125 um’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.33. CUPRAC degerlerine ¢oziiciiniin etkisi

Sekil 4.32’den metanol, % 50 metanol-saf su ve saf su ¢oziicli siralamasina gore Soxhlet
ekstraktlarindan elde edilen CUPRAC degerleri, mmol TEAC/1 g kuru numune
cinsinden 6,61+0,52-7,084+0,12-6,28+0,23 seklindedir. Ultrasonik dalga destekli
ekstraktlar icin bu siralama 7,10+0,42-7,054+0,11-8,02+0,07 olarak elde edilmislerdir.
Goze carpan ilk husus, Soxhlet tekniginde % 50 metanol-su karisimi en yliksek
CUPRAC degerlerini ortaya koymus iken, Ultrasonik Dalga Destekli Ekstraksiyon
tekniginde ise en 1yi degerin saf su ¢oziiciisii ile elde edilmis olmasidir. Bu degerleri
Soxhlet ekstraktlar1 i¢in metanol ve saf su ¢oziiciisiiyle elde edilen ekstraktlar takip
ediyorken, ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonda siralama metanol ve % 50 metanol-
saf su seklinde olmustur. Toplam fenolik madde icerigi degerleri incelendiginde de bu
sunucun Soxhlet ekstraktlar1 icin beklenen bir sonu¢ oldugu goriilmekle beraber, ayni
durum ultrasonik dalga destekli ekstraktlar i¢in sdylenemez (Ayn1 ¢oziicii siralamasiyla
Soxhlet i¢in 1,76+0,10-2,12+0,20-1,88+0,21; Ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon
icin  1,81+0,11-2,31+£0,21-2,24+0,17 g GAE/100 g kuru numune). Soxhlet

ekstraksiyonlarinda metanol ve saf su kullanilarak elde edilen ekstraktlarda toplam
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fenolik madde miktart ile antioksidan aktivite arasindaki iligskinin ters oldugu da goéze
carpmaktadir. Yani saf su ekstraktinin fenolik madde icerigi metanol ekstraktininkinden
daha yiiksek iken, antioksidan aktivite degeri (burada CUPRAC) daha diisiik diizeyde
kalmistir. Daha once tartisilan DPPH yonteminde de aymi durumun ortaya c¢ikmis
olmasina binaen, ¢oziiciilerin kaynama noktalarinin farkli olmasi ve termal kararsizliga
sahip bilesiklerin bozunmalarinin bdyle bir sonuca sebep olabilecegi diisiiniilebilecek

muhtemel sebepler arasinda sayilabilir.

Istatistiksel olarak ortalamalarm karsilastirilmasi icin yapilan tek yonli ANOVA
testinde, Soxhlet ekstraktlarmin CUPRAC degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmadigi (p>0,05), ancak ultrasonik dalga destekli ekstraktlar i¢in karsilastirilan
ortalamalarin birbirinden farkli oldugu sonucu elde edilmistir (p<0,05). Yapilan “en
kiigiik anlamli fark™ testinden, ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlarda ¢oziiciiye
gore antioksidan aktivite siralamasi en iyi degerden en diisiik degere dogru su sekilde

elde edilmistir:
Saf su > Metanol = % 50 metanol-saf su.
1) Par¢a Biiyiikliigiiniin Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Giicii (CUPRAC) Degerleri

Uzerine Etkisi
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Ekstraksiyon teknigi (pargagik buyuklugii)

<125safsusox:125 pm’den kiiciik saf su Soxhlet ekstraksiyonu; >125safsusox:125 um’den biiyiik saf su
Soxhlet ekstraksiyonu; <125safsuult: 125 pm’den kiigiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu3Sult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.34. Parcacik biiyiikliigliniin CUPRAC degerlerine etkisi
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Bu deneylerden elde edilen sonuglara bakildiginda, Soxhlet ekstraktlarinda parga
biiyiikliigii arttik¢a antioksidan aktivite de artmis (<125safsusox i¢cin CUPRAC degeri
6,28+0,23 iken, >125safsusox icin 7,47+0,11 mmol TEAC/1 g kuru numune),
ultrasonik dalga destekli ekstraktlarda ise bu durumun tersi bir sekilde azalmistir
(<125safsu35ult i¢cin bu deger 8,02+0,07 iken, >125safsu35ult i¢in 6,69+0,35 mmol
TEAC/1 g kuru numune). Bu durum, DPPH radikal siiplirme yonteminde elde edilen
sonuglarla paralellik arzetmektedir. Dolayisiyla Soxhlet ekstraktlarinda pargacik
boyutunda meydana gelen artisin antioksidan aktivite degerleri tizerine olumlu yansimis
olmasi, kisim 4.3.1.2°deki yoruma benzer sekilde, termal olarak kararsiz antioksidan
etkili parcaciklarin kati numune yapisindan ¢ozelti ortamina gegis siirelerinin uzamasi
ve bu nedenle de parcalanmak icin yeterli siire bulamamalar1 ile agiklanabilir.
Ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlarda ise parca biylikliigliniin artmasi ve
ekstraksiyonun ayni siirede gerceklestirilmis olmasinin, antioksidan etkili bilesiklerin
kat1 numune yapisindan ¢ozelti ortamina gegis zamanlarini artirarak antioksidan aktivite

degerlerinin azalmasina yol agmis olma ihtimali vardir.

Yapilan anlamlilik testlerinde, her iki teknikte de ortalamalar arasinda anlamli
farkliliklarin oldugu bulunmustur (p<0,05). Buna gore Soxhlet ekstraksiyonunda en iyi
CUPRAC degeri 125 um’den biiyiik parga boyutunda elde edilmisken, ultrasonik dalga
destekli ekstraktlarda en 1yi deger 125 pm’den kii¢iik parca boyutunda elde edilmistir.
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1) Ekstraksiyon Siiresinin Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Giicii (CUPRAC)
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>125safsul5ult: 15 dakikalik 125 pm’den biiyilk saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu
>125safsu35ult: 35 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu ve
>125safsu70ult: 70 dakikalik 125 pm’den biiyiik saf su ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonu,

Sekil 4.35. Ekstraksiyon siiresinin CUPRAC degerlerine etkisi

Bu kisimda elde edilen sonuglara gore, ekstraksiyon zamaninin artmast CUPRAC
degerlerinde de azalmaya yol acmustir. Sekil 4.35°de bu durum acik¢a goriilmektedir
(15, 35 ve 70 dk’lik ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlarda elde edilen CUPRAC
degerleri sirasiyla 7,16+0,12-6,69+0,35 ve 6,89+0,04 dur). Bu kisimda elde edilen
sonuclar, uygulanan diger yontem olan DPPH radikal siiplirme yontemi ile paralellik
arzetmektedir. Ancak bu durumun farkli olabilecegi de unutulmamalidir. Ciinkii
antioksidan tayin mekanizmalarmin birbirinden farkli oldugu, bir yonteme duyarlh
bilesik gruplarinin diger bir yonteme duyarli olmayabilecegi ya da deneylerdeki tasarim
ve uygulama farkliliklarinin incelenen ayni bir sistem i¢in farkli sonuglar verebilecegi

cesitli arastirma gruplarinca ifade edilmektedir [46, 47].

Yapilan anlamlilik testlerinde, ekstraksiyon siiresi agisindan ortalamalar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilememistir (p>0,05).
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5. SONUC

L. rotundifolius. bitkisinden Soxhlet ve ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlarla elde
edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktiviteleri cesitli
yontemlerle dlgtildii. Ayrica ekstraktlar ¢oziicii, parca biiyiikliigli ve ekstraksiyon siiresi
gibi parametrelerin toplam fenolik madde ve antioksidan aktiviteyi nasil etkiledigine
iliskin hususlar acisindan da incelendiler. Elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel
olarak bir fark olup olmadigi, “t istatistigi” ve “Tek Yonli ANOVA” kullanilmak

suretiyle belirlendi. Buna gore:

- Ekstraksiyon verimleri acisindan ¢oziici metanol oldugunda Soxhlet
ekstraksiyonu ultrasonik dalga destekli ekstraksiyona gore daha iyi bir deger
sergilemis (p<0,05), diger coziiciilerde ise teknikler arasi anlamli bir fark

gozlenemedi (p>0,05).

- Ekstraksiyonlarin verim yiizdeleri ¢o6ziiciiler agisindan degerlendirildiginde de
saf suyun en iyi degerleri, metanol’iin ise en diisilk degerleri sergiledigi
belirlenmistir (p<0,05). Istatistiksel degerlendirmede ekstraksiyon verimi
acisindan ¢oziicli etkinliklerinin, Soxhlet ekstraksiyonlar1 i¢in metanol < % 50
metanol-saf su < saf su; ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlar i¢in metanol <
% 50 metanol-saf su = saf su siralamasina gore arttig1 ortaya konulmustur. Buna

gore ¢ozlicii polaritesi arttik¢a, ekstraksiyon veriminin de arttig1 sdylenebilir.

- Parca biiyiikliiglinde meydana gelen artis, her iki ekstraksiyon tiiriinde de verim
degerlerinde goriinliste bir azalmaya yol agmistir. Ancak bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

- Sadece ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon uygulanarak gerceklestirilen
ekstraksiyon siiresinin verim iizerine etkilerinin incelendigi deneylerde,
ekstraksiyon siiresinin artmasiyla ortalama verim degerlerinde hafif diismeler
meydana geldigi gortiilmistiir. Ancak bu farkliliklar da istatistiksel hesaplamalar

sonucunda anlamlilik sergilemediler (p>0,05).
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Toplam fenolik madde tayini deneylerinden elde edilen sonuglara gore,
kullanilan her ii¢ ¢oziicli tiirlinde de ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon
Soxhlet ekstraksiyonuna gore daha yliksek degerler ortaya koymustur. Ancak bu
farkliliklar da istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

Toplam fenolik madde igeriginin ¢oOziicii, parca biiylikliglii ve ekstraksiyon
stiresine gore nasil degistiginin incelendigi deneylerin sonuglaria bakildiginda,
¢oziicii agisindan her iki ekstraksiyon tekniginde de en iyi degerleri % 50
metanol-saf su ¢oziiciisii sergilemistir. Ancak bu farkliliklar anlamli degildir

(p>0,05).

Parca biiyiikliigiiniin toplam fenolik madde {izerine etkisinin incelendigi deney
sonuglarinin istatistiksel analizinden Soxhlet tekniginde anlamli bir fark
bulunamamisken (p>0,05), ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonda ise parcacik
biiyiikliigii arttikca toplam fenolik madde miktar1 da anlamli olarak azalmistir

(p<0,05).

Ekstraksiyon siiresi uzadikg¢a toplam fenolik madde igerigi Once hafifce
azalmakta sonra da yeniden eski seviyeye ulasmaktadir, fakat bu degisimler de

anlamli degildir (p>0,05)

Ekstraktlarin antioksidan aktivite tayinleri iki ayr1 yontem uygulanarak
gerceklestirildi. DPPH radikal siipiirme yonteminde en iyi antioksidan aktivite
degerlerini, kullanilan karsilastirma maddeleri olan BHT ve Trolox sergilemistir.
Genel olarak ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon, Soxhlet ekstraksiyonundan
daha yiiksek antioksidan aktivite degerleri sergilemekle beraber, sadece ¢oziicii
metanol oldugunda elde edilen farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Diger ¢oziiciilerde her iki teknik arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilemedi (p>0,05).

DPPH radikal siipiirme antioksidan aktivite degerleri mutlak sayisal degerlere
bakildiginda ¢oziicliye gore su sekilde degismektedir: Soxhlet ekstraktlari i¢in
en iyl deger % 50 metanol-saf su karisimi kullanildiginda elde edilmistir. Bu
degeri sirasiyla metanol ve saf su izlemistir. Ultrasonik ekstraktlarda ise en iyi

sonucu saf su ekstrakti vermis, bunu % 50 metanol-saf su ve metanol
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ekstraktlarindan elde degerler izlemistir. Fakat istatistiksel olarak ¢oziictiler
acisindan gozlenen farkliliklar anlamli degildir (p>0,05). Yani ¢oziiciiniin DPPH

radikal sliptirme degerleri iizerine bir etkisi olmamaistir.

Soxhlet ekstraksiyonlarinda parga biiyiikliigiiniin artisi, DPPH radikal siipiirme
antioksidan aktivite degerine hafif bir artig getirmekte ancak bu istatistiki olarak
anlamli degildir (p>0,05). Buna karsin ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonda
parcacik boyutundaki artig antioksidan aktiviteyi olumsuz yonde anlamli olarak

etkilemistir (p<0,05).

Ekstraksiyon siiresinin uzamastyla birlikte DPPH radikal siipiirme degerleri
once diismekte, sonra yiikselmektedir. 15 ve 70 dk’lik ekstraksiyon siireleri 35
dk’lik ekstraksiyon siiresine gore daha iyi antioksidan aktivite sergilemistir. Bu
degerler toplam fenolik madde igerik degerleri ile de uyumludur. Istatistiksel
olarak da anlamli bulunan farkliliklarin degerlendirilmesi sonucu antioksidan
aktivite degerleri agisindan ekstraksiyon siirelerinin siralamasi en iyi degerden

en diisiik degere dogru asagidaki gibi bulunmustur:
70 dk’lik ekstrakt > 15 dk’lik ekstrakt > 35 dk’lik ekstrakt

Cu-II Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) deneylerinden elde
edilen sonuglara gore, ¢oziicii olarak saf su kullanildiginda ultrasonik dalga
destekli ekstraktlar daha iyi degerler ortaya koymustur (p<0,05). Diger ¢oziicii

tiirlerinde teknikler arasinda anlamli bir fark bulunamamuistir.

Coziciinin  CUPRAC degerleri tlizerine etkisi incelendiginde, Soxhlet
ekstraktlar1 arasindaki farkliliklar anlamli bulunmazken (p<0,05), ultrasonik
dalga destekli ekstraktlarin karsilastirilan ortalama antioksidan aktivite degerleri
arasinda anlamh farkliliklar bulunmustur (p<0,05). Yapilan “en kiiciik anlamh
fark” testi sonuglarina gore ultrasonik dalga destekli ekstraksiyonlarda ¢oziicii

etkinligi asagidaki siralamaya gore belirlenmistir:
Saf su > metanol = % 50 metanol-saf su

Par¢a Dbiiyiikligii arttikca, Soxhlet ekstraktlarinin CUPRAC degerleri,

dolayisiyla antioksidan aktivite degerleri artmakta, ultrasonik dalga destekli
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ekstraktlarda ise azalmaktadir. Her iki teknikte de elde edilen farkliliklar anlaml
bulunmustur (p<0,05). Buna gore parca biiyiikligi <125 um’den > 125 um’ye
cikarildiginda Soxhlet ekstraktlarmin antioksidan aktivite degerleri artmais,

ultrasonik dalga destekli ekstraktlarda ise azalmistir.

- Ekstraksiyon siiresi arttik¢a elde edilen CUPRAC degerleri arasinda anlamli bir
farklilik g6zlenememistir (p>0,05).

Biitin bu sonuglar bir arada degerlendirildiginde, L. rotundifolius bitkisinden
antioksidan etkili bilesik gruplariin ekstraksiyonu i¢in optimum ekstraksiyon sartlari su
sekilde belirlenmistir: 125 pm’den kiiclik parcacik boyutu, ¢oziicii olarak saf su ve 70
dk’lik ultrasonik dalga destekli ekstraksiyon islemi.

Sonuglar, degisik aragtirma gruplarinca tartisma konusu yapilan toplam fenolik madde-
antioksidan aktivite arasindaki iligski ag¢isindan da degerlendirildiler. Buna gore bir grup
aragtirmaci, antioksidan aktivitenin toplam fenolik madde igerikleri ile dogru orantili
oldugunu iddia ediyorken [44, 45], bir diger grup arastirmaci da, iki de8isken arasinda
boyle bir iligkinin olmadigini ya da en azindan bu iliskinin diisiiniilenden daha karmasik
oldugunu iddia etmektedir [48, 49]. Bu iliskiyi belirlemek amaciyla, ¢alismada elde
edilen toplam fenolik madde miktarlarina karsilik antioksidan aktivite degerleri hem

DPPH hem de CUPRAC y6ntemleri i¢in ayr1 ayri ¢izilmis ve asagida verilmistir.

100 y = -46,939x + 150,35
2:
g0 | R?=0,5292
& 60 |
(]
[
2 40 F ¢ Seril
= g | (Seri 1)
—— Dogrusal (Seri
20 &
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
15 16 1,7 1,8 19 2 21 22 23 24 25
Toplam Fenolik Madde Miktari (DPPH)

Sekil 5.1.  Toplam fenolik madde ile antioksidan aktivite arasindaki iliski (DPPH)
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Sekil 5.2.  Toplam fenolik madde ile antioksidan aktivite arasindaki iliski
(CUPRAC)

Sekil 5.1. ve Sekil 5.2°deki grafiklerden, oldukga diisiik korelasyon katsayis1 degerleri
(swrasiyla 0,5292 ve 0,3103) elde edildiginden, DPPH ve CUPRAC testlerinden elde
edilen antioksidan aktivite degerlerinin toplam fenolik madde igerikleri ile dogrusal bir
iliski i¢inde oldugunu sdéylemek zordur. Elde edilen bu sonug, toplam fenolik madde ile
antioksidan aktivite arasindaki iliskinin dogrusal olmadigini ya da bunun daha karmasik
bir durum arzettigini ifade eden arastirmacilarin goriislerini destekler niteliktedir [48,

49].
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7. EK SEKILLER
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Ek sekil 1. Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi
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Ek sekil 2. Cu-Il Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) igin

kullanilan kalibrasyon grafigi
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