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ÖZET 

 

Bu çalışmada, Kars ili ve çevresinde yetişen iki su bitkisi olan Butomus umbellatus.L ve 

Sparganium emersum Rehmann bitkilerinden, ultrasonik banyo ekstraksiyonu tekniği 

kullanılarak ekstraktlar elde edildi. Ekstraksiyonlarda parçacık boyutu 125 μm-250 μm 

olan numuneler ve metanol, % 70 metanol- saf su (v/v), % 50 metanol- saf su (v/v) 

çözücüleri kullanıldı. Ekstraktların toplam fenolik madde içerikleri Folin-Ciocalteu 

metoduna göre belirlendi. Antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikal giderme 

antioksidan aktivitesi ve CUPRAC Bakır(II) indirgeyici antioksidan kapasite 

yöntemiyle tayin edildi. Ekstraktlar RP-HPLC-UV-DAD analizi ile fenolik madde 

içerikleri açısından incelendi. 

Butomus umbellatus.L ve Sparganium emersum Rehmann bitkilerinin metanollu 

ekstraklarında toplam fenolik içeriğinin, diğer çözücülerle elde edilen ekstraktlara göre 

düşük olduğu belirlendi. Metanolde su oranı artıkça genel olarak iki bitki içinde 

ekstrakte edilebilen toplam fenolik içeriğinin arttığı belirlenmiştir. Tüm ekstraktlar 

DPPH serbest radikal giderme aktivitesinde kullanılan karşılaştırma maddeleri olan 

Butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve Trolox’dan daha düşük aktivite sergilediler. 

Butomus umbellatus.L bitkisine ait ekstraktların CUPRAC değerleri ile bu bitkinin 

toplam fenolik  içerikleri karşılaştırıldığında bir paralellik olduğu görülmektedir. Ancak 

bu bitkiye ait ekstaktların Bakır-II iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) 

değerleriyle, DPPH radikal giderme aktivitelerinin düşük olduğu belirlendi. Sparganium 

emersum Rehmann bitkisine ait ekstaktların CUPRAC değerleri ile bu bitki için DPPH 

radikal giderme aktivitelerin karşılaştırıldığında bir paralellik olduğu görüldü. Fakat 

Sparganium emersum Rehmann bitkisine ait ekstraktların CUPRAC değerleri ile bu 

bitkinin için elde edilen toplam fenolik madde  içeriklerinin düşük olduğu bulundu. RP-

HPLC-UV-DAD analizlerine göre tüm ektraktların Ferulik asit içerdikleri tespit 

edilmiştir. Tayini yapılan fenolik asitler içinde miktar olarak en yüksek değerin Gentisik 

asite ait olduğu belirlendi. 

 

2011, 133 SAYFA 

Anahtar Kelimeler Butomus umbellatus.L, Sparganium emersum Rehmann, ultrasonik 

banyo ekstraksiyonu, toplam fenolik madde tayini, antioksidan aktivite tayini, RP-

HPLC-UV-DAD analizi, fenolik asitler 
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SUMMARY 

 

In this study, extracts were obtained from dried and ground samples of two aquatic 

plants, Butomus umbellatus.L and Sparganium emersum Rehmann, which were 

naturally grown in Kars province of Turkey, by using ultrasound-assisted extraction 

technique. In the extractions, particle size of the samples used was adjusted  to the range 

of 125- 250 µm, and methanol, and methanol-water mixtures (70 %  and 50 % 

respectively, by volume, v/v ) were used as the extraction solvents. Total phenolic 

contents of the extracts were determined according to the Folin-Ciocalteu’s method. 

Antioxidant activities of the extracts were determined by using DPPH free radical 

scavenging antioxidant activity, and CUPRAC cupric ion reducing antioxidant capacity 

methods, respectively. RP-HPLC-UV-DAD analysis was also performed to find out 

phenolic contents of the extracts. Total phenolic contents of methanolic extracts for both 

plants were found to be lower than those of methanol- water mixtures extracts. While 

the water content of the mixtures was getting increased, extractable phenolic content for 

both plants was also getting increased. In DPPH assay, all extracts showed lower radical 

scavenging activitiy in comparison with those of Butylated hydroxytoluene (BHT), and 

Trolox. CUPRAC, and total phenolic content values of the extracts obtained from 

Butomus umbellatus.L were in accordance with each other, but their CUPRAC, and 

DPPH values were found to be lower than those of Sparganium emersum Rehmann It 

was also found out that there was a parallellism between CUPRAC and DPPH values of 

the Sparganium emersum Rehmann extracts, but for these extracts, CUPRAC, and total 

phenolic content values were found to be lower than those of Butomus umbellatus L. 

According to the RP-HPLC-UV-DAD analyses, all extracts contain ferrulic acid. 

Primarily, in the extracts from Butomus umbellatus L., gentisic acid was determined at 

the highest concentration among the phenolic acids studied. 

 

2011, 133 PAGE 

 

Key Words Butomus umbellatus.L, Sparganium emersum,ultrasonic bad extraction 

total phenolic substance determine antioxsidant activitiy determine, RP-HPLC-UV-

DAD analysis, phenolic acids 
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1. GİRİŞ 

 

Yüksek aktiviteli bileĢikler olan serbest radikaller radyoaktif ıĢıma çevre kirliliği, 

tütününün yanması sonucu oluĢan duman, bitkilerin korunması için kullanılan ilaçlar, 

bozulmuĢ besinlerde ve insan vücudunda gerçekleĢen metabolik olaylarda meydana 

gelmektedir. Ġnsan vücudunda yüksek aktiviteye sahip bu bileĢiklerin artması ile 

dengelerin değiĢmesi sonucu, serbest radikal saldırısı ile hücre zarının zarar görmesi 

durumu oksidatif stres (gerginlik) olarak adlandırılır. Oksidatif stres; insan vücudunda 

yüksek aktiviteye sahip reaktif oksijen ve reaktif azot türlerinin yüksek oranlarda 

üretilmesiyle doku tahribatına, hücre mutasyonuna ve ölümüne, proteinlere etki ederek 

yapısının bozulmasına yol açmaktadır. 

 

Serbest radikallerin oluĢumu sonucu meydana gelen oksidatif stres hücre tahribatı ve 

yaĢlanma, çeĢitli kalp–damar hastalıkları (ateroskleroz ve yüksek tansiyon), Ģeker 

hastalığı (diabet), sinir sistemi hastalıkları (Alzheimer ve Parkinson hastalıkları), 

kıkırdak doku iltihabından oluĢan hastalıklar, solunum yollarında meydana gelen 

hastalıklar ve çeĢitli kanser türleri gibi hastalıkların oluĢmasına etkin rol oynamaktadır 

[1]. 

 

Serbest radikallerin etkisinden korunmak için organizmalar antioksidatif korunma 

sistemlerine sahiptir. Eğer bu antioksidatif koruyucu sistemler iyi görev yapmaz ise, 

serbest radikallerin organizmada miktarının arttığı görülür. Antioksidanlar, serbest 

radikallerin organizmaya verdiği zararı önleyen ve durduran, yaĢamsal bileĢenlerin zarar 

görmesini önleyen moleküllerdir. Antioksidanların, serbest radikallerin baĢlatmıĢ 

olduğu zincir reaksiyonunu durdurucu etkisi vardır. Günümüzde yapay antioksidanların 

yan etkilerinin görülmesi nedeniyle gıda kimyası ve tıbbın, bitkilerden elde edilen doğal 

antioksidanlara olan ilgisi önemli derecede artmıĢtır [2]. 

 

Bitkilerden elde edilen bileĢenler içinde birçok tıbbi etkiye sahip gruplar bulunmaktadır. 

Bu gruplardan en önemli olanlarından birisi de antioksidan etki gösteren moleküllerdir. 

Antioksidan etki gösteren moleküller de kendi içinde farklı olmakla birlikte çeĢitli 

türlere ayrılmaktadır. Bitkilerden elde edilen özütlerde bulunan ve antioksidatif özellik 

gösteren en önemli polifenolik bileĢik grupları içerisinde fenolik asitler, flavonoidler, 
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flavanoidler, flavanoller, antosiyaninler, taninler, lignanlar ve kateĢinler gibi birçok 

grup olduğu bilinir [3]. 

 

AraĢtırma gruplarınca ortaya konan çalıĢmalarda fenolik grupların, birçok hastalığın 

geliĢmesini önlemede ve tedavisinde önemli bir etken olduğu belirtilmiĢtir. Örneğin 

fenolik bileĢiklerin, hücrede meydana gelen, kanın akıĢının kontrol eden ve düzenleyen 

azot monoksit (nitrik oksit) oluĢumunu düzenlemede [4], kanserli hücre oluĢumunun 

baskı altına alınmasında [5], kalp-damar hastlıklarının önlenmesinde ve tedavisinde [6, 

7] önemli oldukları ortaya konmuĢtur. 

 

Diğer taraftan, özellikle yağlı gıdaların oksidatif bozunmalara karĢı korunması ve raf 

ömrünün daha uzun olmasını sağlamak için son zamanlarda besin maddelerine katılan 

butillenmiĢ hidroksianisol (BHA) ve butillenmiĢ hidroksitoluen (BHT) gibi yapay 

antioksidan maddelerin kanserojen etkilere sahip olduğu çeĢitli çalıĢmalarda 

gösterilmiĢtir [8-10]. Yapılan çalıĢmalardaki tespitler, doğal antioksidan kaynaklarına 

ve antioksidan etki gösteren değiĢik bileĢik grupları tespit etmeye yönelik çalıĢmalara 

olan ilgiyi önemli derecede arttırmıĢtır [11]. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres 

 

Günümüzde birçok hastalığın oluĢumunun serbest radikaller (özellikle oksijen ve azot 

kaynaklı radikaller) ve bu radikallerin oluĢturduğu oksidatif stres‟ten kaynaklandığı 

tahmin edilmektedir [12, 13]. 

 

Serbest radikaller, atomik veya moleküler halde eĢleĢmemiĢ tek elektrona sahip yapılara 

verilen isim olarak bilinirler. Diğer moleküller ile kolaylıkla elektron alıĢveriĢi 

gerçekleĢtiren bu gruplara “oksidan moleküller” veya “reaktif oksijen türleri (ROT)”de 

denilmektedir [14 ]. 

 

Serbest radikallerin meydana gelmesinde, zararlı güneĢ ıĢınlarının (UV), X ıĢınlarının, 

sigarada bulunan zararlı maddelerin, alkollerin ve yağların oluĢumu ve yıkımı 

olaylarının, sanayi atıklarının, yükseltgeme eğilimi büyük olan metallerin, araçların 

egzozundan çıkan gazların, ozonun (O3), kirli havanın ve pis suyun da etkili olabildiği 

bilinmektedir [15]. 

 

Serbest radikaller hücre içinde geliĢen olayların haricinde belirli dıĢ etmenlerden de 

kaynaklanabilir. Atomlar orbitallerinde hareket eden elektronlar birbirine zıt yönde (ters  

spinli ) ve aynı orbitalde en fazla iki elekron içermelidir. Bu durumda serbest radikaller 

üç farklı yolla oluĢabilir [16, 17]. 

 

1. Kovalent bağlı bir bileĢiğin molekülünün ortak bağın homolitik parçalanması sonucu 

oluĢan serbest radikaller. Bu bölünme sonucu, her bir atomda ortak bağdaki 

elektrolardan eĢit Ģekilde kalır (Denklem 1). 

 

                     A:B        
 
A

.
 + 

.
B

                           
                                                  (1) 

 

2. Kovalent bir molekülden dıĢarıya bir tane elektron verilmesiyle veya molekülün ortak 

bağının heterolitik olarak parçalanması sonucu oluĢan serbest radikaller. Heterolitik 

parçalanmada kovalent bağı oluĢturan her iki elektron atomlardan herhangi birisinde 

kalır (Denklem 2). 
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                      A:B       A
+
 + B

-
                                                                    (2) 

 

3. Bir molekül veya atom dıĢarıdan bir elektron alarak serbest radikal haline gelebilir. 

Elektron alan molekül veya atom önceden yüklü halde bulunabilir (Denklem 3). 

 

                       A   +   e
-
  A

.
 (±)                                                                    (3) 

 

Biyolojik sistemlerde, serbest radikallerin oluĢumu çoğunlukla elektron aktarımından 

kaynaklanmaktadır. OluĢan bu serbest radikaller pozitif yüklü, negatif yüklü halde ya da 

nötral halde bulunabilirler [18]. 

 

OluĢan serbest radikaller nötralize edilerek kararlı hale getirilmez ise insan vücudunda 

önemli ölçüde tahribata neden olabilirler. Örneğin;  

 

 Hücre zarının proteinlerini parçalayarak hücreleri yok etmek. 

 Zarların lipit ve proteinlerini yok ederek hücre zarını sertleĢtirip hücrenin 

gerçekleĢtirdiği iĢlevsel mekanizmayı durdurmak. 

 Çekirdek zarını parçalayıp çekirdekteki genetik Ģifreye etki ederek 

DNA‟yı olumsuz yönde etkilemek. 

 Canlıların bağıĢıklık sistemine etki ederek bağıĢıklık sistemini olumsuz 

etkilemek gibi. 

 

Reaktivitesi yüksek serbest radikaller, atomlar ve moleküller ile rahat bir Ģekilde 

tepkimeye girmektedir. OluĢan serbest radikallerin daha sonradan metabolizma da 

gerçekleĢen olayların sonucunda da oluĢtuğu ortaya çıkmıĢ ve günümüzde, serbest 

radikallerin gen mutasyonuna, hücrelerde hasara, doku tahribatına ve canlının erken 

yaĢlanmasına yol açtığı çeĢitli çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur [19]. Canlılar, serbest 

radikallerin verdiği zarardan korunmak ve olumsuz etkilerini en aza indirgemek için 

antioksidatif koruma sistemlerine sahiptirler [20]. 

 

 

 



 5 

2.2. Oksijen ve Özellikleri 

 

Canlılar, solunum olayını devam ettirebilmeleri için havada bulunan oksijen 

molekülünü kullanmaktadırlar. Oksijen tüketiminin büyük bir miktarı solunum olayında 

kullanılmakta, az bir kısmi ise oksijenin ihtiyaç olduğu diğer olaylarda kullanılmaktadır 

Moleküler oksijen (O2), solunum zincirinde (elektron taĢıma sistemi) enerji kaynağı 

olarak kullanılan moleküllerden (karbonhidratlar, yağlar ve proteinler) meydana gelen 

NADH ve FADH2‟ den elektron alarak suya indirger. Moleküler oksijeninin oksitleme 

sürecinde meydana çıkan çıkan enerji, ATP‟nin içinde bulunan fosfat bağında depolanır. 

Oksijen molekülü paralel durumda iki tane eĢleĢmemiĢ elektrona sahiptir [21]. ġekil 

2.1‟de moleküler oksijenin elektron yapısı gösterilmiĢtir. 

 

O O

O2

 

 

Şekil 2.1. Moleküler oksijenin elektron yapısı 

 

Serbest radikaller, üzerinde eĢleĢmemiĢ elektron bulunduran yapılar olarak da 

bilinmektedirler. Fakat Hg
+2

, Cu
+2

, Co
+2

, Fe
+3

, Sn
+2

 gibi geçiĢ metalleri de 

ortaklanmamıĢ elektronların olduğu halde bu metaller serbest radikal grubu içine 

alınmazlar. Ancak bu geçiĢ metalleri serbest radikallerin meydana gelmesinde etkin bir 

rol oynamaktadırlar [16, 21]. 

 

Serbest radikallerin özelliklerine bakıldığında moleküler oksijen diradikalik olarak 

belirtilmektedir. Diradikalik oksijen molekülünün, radikal olmayan gruplarla etkileĢimi 

az ve yavaĢ gerçekleĢmektedir. Ancak diradikalik oksijen molekülü, serbest radikallerle 

çok kolay ve hızlı bir Ģekilde reaksiyona girebilmektedir. 
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Diradikalik oksijen molekülünün üzerinde bulunan elektronlardan herhangi birisi, enerji 

etkisiyle dönme hareketinin tersi yönünde spin kazanmasıyla singlet oksijen oluĢur. 

Singlet oksijenin eĢleĢmemiĢ elektronları bulunmadığından radikaller içine alınmaz. 

Fakat singlet oksijen, reaktif oksijen molekülüdür. Singlet oksijen delta ve sigma olmak 

üzere iki türü vardır. ġekil 2.2‟de Delta ve sigma oksijenin moleküler elektron yapısı 

gösterilmektedir. 

 

O O

 O2                    O2

O O

 

 

Şekil 2.2. Delta ve sigma oksijenin moleküler elektron yapısı 

 

Organizmalarda, oksidasyon tepkimelerinin oluĢmasının nedeni, geçiĢ metallerini (Fe
+2

 

ve Cu
+2

 gibi metaller) ihtiva eden enzimler aracılığı ile moleküler oksijene bir elektron 

aktarımı olmasıdır. Moleküler oksijen, diradikalik yapısından dolayı yüksek derecede 

reaktif oksijen türleri (ROT) oluĢturmaktadır [21]. 

 

2.3. Reaktif Oksijen Türleri (ROT) 

 

Organizmalarda gerçekleĢen metabolizma sonucu ortamda düĢük miktarlarda süperoksit 

radikali (O2
·
)
‾
, hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH) oluĢmaktadır. OluĢan 

bu reaktif oksijen türleri, bulundukları ortamda dengelerin değiĢmesine neden 

olmaktadırlar. AĢağıda moleküler oksijenin bir dizi tepkime ile suya kadar indirgenmesi 

sonucu ortaya çıkan reaktif oksijen türleri gösterilmektedir (Denklem 4). 

 

O2 O2
H2O2

OH
.

H2Oe- e- e-
e- . (4)

 

 

OluĢan reaktif oksijen türleri, aynı ortamda bulunan diğer serbest radikallere etki ederek 

radikalik oluĢum tepkimelerini baĢlatmakta ve bunların hücre içinde karbon merkezli 

organik radikaller (R
·
), peroksit radikalleri (ROO

·
), alkoksi radikalleri (RO

·
), kükürtlü 
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radikaller (RS
·
), sülfonil radikalleri (RSO

·
) gibi değiĢik radikaller oluĢturmasına yol 

açmaktadırlar [14, 21]. 

 

2.3.1. Süperoksit Radikali (O2
·
)
‾ 

 

Süperoksit radikali (O2
·
)
‾
, serbest radikallerin oluĢumunu tetiklemektedir. Süper 

oksitlerin oluĢum yerlerinin hücrelerde mitokondride olduğu bilinmektedir [22]. 

Mitokondride gerçekleĢen elektron transferinde sadece bir elektronun taĢınması sonucu 

süperoksit radikali meydana gelmektedir (Denklem 5): 

 

O2
O O

Moleküler oksijen

O2
.- O O

Süperoksit radikali
(süperoksit anyonu)

-

e-

. (5)

 
 

Süperoksit (O2
·
)
‾
, dismutaz tepkimesi sonucu diğer bir reaktif oksijen türü olan hidrojen 

peroksiti (H2O2) oluĢturur. Dismutaz tepkimesi sonucu oluĢan hihrojen peroksit (H2O2) 

geçiĢ metallerinin etkisiyle aktivitesi yüksek olan hidroksil (OH
.
) radikalini meydana 

getirmektedir. YaĢlanma sonucunda mitokondride süperoksit (O2
·
)
‾
 ve hidrojen peroksit 

(H2O2) radikallerinin üretimi giderek artmaktadır [23]. 

 

Süperoksit (O2
·
)
‾
 radikalinin etkinliği ve zarar verici etkisi oldukça azdır. Bu zayıf 

radikal, hidrojen peroksit (H2O2) gibi kuvvetli bir radikale kaynak olmakta ve 

süperoksidin, geçiĢ metallerinin iyon hallerini indirgemektedir. Süperoksit (O2
·
)
‾ 
radikali 

düĢük pH‟da daha etkin bir radikaldir (Denklem 6): 

 

O OO2
.- +H+

O OH HO2

.
(6)

 

 

Süperoksit (O2
·
)
‾ 

radikali ile perhidroksi (HO2
.
) radikali bir proton ile birlikte 

dismutasyon tepkimesine girerler ve biri okside olurken diğeri indirgenir. Dismutasyon 
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tepkimesi sonucu ortamda moleküler oksijen (O2) ve hidrojen peroksit (H2O2) 

oluĢmaktadır (Denklem 7) [14, 22, 24]. 

 

HO2
.  +  O2

.-  +  H+                    O2  +  H2O2 (7)  

 

Süperoksit (O2
·
)
‾
radikali enzimler vasıtasıyla meydana gelebileceği gibi nanoenzimatik 

elektron alıĢ veriĢiyle de meydana gelebilmektedir. Süperoksit (O2
·
)
‾
 oksijen merkezli 

bir radikal olup, seçici özelliğe sahiptir. Süperoksit (O2
·
)
‾
 askorbik asit‟in sulu 

çözeltisini oksitleyebilmektedir. Bunun yanında ferriketilendiamintetraasetik asit 

(Fe3EDTA) ve sitokrom C gibi demir kompleksli bileĢikleri de indirgeme özelliğine 

sahiptir. Süperoksit dismutaz (SOD) enzimi, Süperoksiti (O2
·
)
‾
 hidrojen peroksit (H2O2) 

ve moleküler oksijene(O2) dönüĢtürmede kataliz görevi almaktadır [25]. 

 

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) 

 

Hidrojen peroksit (H2O2), Süperoksitin(O2
·
)
‾ 
 dıĢarıdan bir elektron alarak iki proton(H

+
) 

ile birleĢmesi sonucu meydana gelir (Denklem 8): 

 

O2
.-

O O

e-, 2H+

Hidrojen peroksit

H2O2
O O  HH

-
(8)

Süper oksit  

 

Hidrojen peroksit (H2O2), oluĢumu moleküler oksijenin dıĢarıdan iki elektron alması ve 

iki tane proton (H
+
) ile birleĢmesinden de oluĢmaktadır (Denklem 9): 

 

 O2  +  2e-  +  2H+                            H2O2 (9)  

 

Canlı organizmalarda hidrojen peroksitin (H2O2) oluĢması, süperoksitin (O2
·
)
‾
 

dismutasyonuyla gerçekleĢmektedir. Süperoksitin (O2
·
)
‾
 dismutasyonunda, iki 

süperoksit radikalinin iki elektron ve iki proton (H
+
) ile birleĢmesi sonucu moleküler 

oksijen ve hidrojen peroksit oluĢmaktadır (Denklem 10): 
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          2O2
.-  +  2H+                        H2O2  +  O2 (10)

 

 

Dismutasyon tepkimesinde radikal olmayan ürünlerin oluĢtuğu bilinmektedir. Bu 

tepkime iki türlü oluĢabilmektedir: ya spontan (kendiliğinden) ya da süperoksit 

dismutaz enzimi yardımıyla katalizlenmek suretiyle. Spontan dismutasyonun ortam 

pH‟sının 4,8‟ olduğu durumda en hızlı gerçekleĢtiği bilinmektedir. Enzimatik olarak 

gerçekleĢen dismutasyon da ise daha yavaĢ gerçekleĢtiği ve ortamın pH‟sının nötür veya 

bazik olduğunda daha etkili olduğu bilinmektedir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal 

olmadığı halde reaktif oksijen türleri (ROT) grubuna alınmaktadır ve bu molekül serbest 

radikallerin oluĢumunda önemli bir rol oynamaktadır. Hidrojen peroksit, Fe
+2 

veya diğer 

geçiĢ metallerinin varlığında “Fenton tepkimesi” sonucu ve süperoksit radikalinin (O2
·‾ 

) 

varlığında da bir proton alarak “Haber-Weiss” tepkimesi yoluyla reaktivitesi ve zarar 

verme eğilimi çok büyük olan hidroksil radikalini (OH
·
) oluĢturur (Denklem 11, 12). 

 

Fe+2 + H2O2 Fe+3 + + OH- Fenton Reaksiyonu (11)OH.

 

 

O2
.-       +        H2O2                                 O2     +     H2O    +    OH

.

H+

Haber - Weiss Reaksiyonu (12)  

 

Süperoksitin (O2
·
)
‾
 etkinliği düĢük olduğu için lipidlerde çözünürlüğü sınırlı 

gerçekleĢmekte fakat etkinliği yüksek olan hidrojen peroksit (H2O2) lipitlerde kolay bir 

Ģekilde çözünebilmektedir. Bu etkiden dolayı hidrojen peroksit (H2O2) diğer bölgelere 

kolaylıkla geçerek, Fe
+2

 ve diğer geçiĢ metallerinin bulunduğu bölgelerde “fenton 

tepkimesi” sonucu bu bölgelerin hasar görmesine neden olabilmektedir [14, 21]. 

 

2.3.3. Hidroksil Radikali (OH
·
)  

 

Hidroksil (OH
·
) radikalinin yüksek etkinlikte bir reaktif olduğu bilinmektedir. Hidroksil 

(OH
·
) radikali “fenton” veya “Haber-Weiss” tepkimeleri sonucu hidrojen peroksitten 

oluĢmaktadır. Ayrıca hidroksil (OH
·
) radikali, yüksek enerjili radyasyonun suya etkisi 

ile suyun iyonlarına ayrıĢması sonucu da oluĢabilmektedir. 
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Hidroksil (OH
·
) radikalinin ömrü çok kısadır ve reaktif oksijen türlerinin (ROT) en 

etkin olanlarından birisidir. Hidroksil (OH
·
) radikalinin oluĢtuğu bölgelerde, tiyoller ve 

yağ asitleri gibi çeĢitli moleküllerden bir proton sağlayarak tiyil adı verilen radikaller 

(RS
·
), organik radikaller (R

·
), organik peroksitler (RCOO

·
) gibi hasar verici çeĢitli 

radikallerin oluĢmasına yol açtığı bilinmektedir (Denklem 13, 14) [14,21]. 

 

(13)

(14)

R-SH  +  .OH                                 RS.  + H2O
.CH2

-  +  .OH                                -CH. -  +  H2O  

 

Hidroksil radikali çevresinden aldığı bir elektron ve bir proton (H
+
) ile birlikte su 

molekülünü oluĢturur (Denklem 15) [14, 21]. 

 

O  H)

Hidroksil radikali

e-, H+

H2O

Su

OH
.

( (15)

 

 

 

2.4. Antioksidanlar 

 

Antioksidanlar, canlı organizmalarda serbest radikallerin vermiĢ oldukları olumsuz 

etkileri gideren ve vücudun iç dengesinin korunmasına yardımcı olan, canlıların 

kendilerine özgü savunma sistemleridirler [26]. 

 

Antioksidanları özellikleri bakımından altı grup içinde değerlendirmek mümkündür: (1) 

serbest haldeki yağ radikallerini inaktive durumuna getiren gerçek özellikteki 

antioksidanlar (örneğin fenolik bileĢikler), (2) hidroperoksitlerin serbest radikallere 

dönüĢmesini engelleyen hidroksiperoksitlerin kararlılığını arttıran bileĢikler (örneğin 

fenolik asitler gibi), (3) gerçek özellikteki antioksidanların etkisini artıran sinerjist 

maddeler (sitrik asit, askorbik asit gibi), (4) ağır metallere etki ederek zararsız duruma 

dönüĢtüren metal Ģelat yapıcılar (fosforik asit, sitrik asit gibi), (5) singlet oksijeni triplet 

oksijen durumuna çeviren sönümleyiciler (karotenler), (6) radikalik özellik göstermeyen 
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fakat bir yolla hidroperoksitleri indirgeyen  hidroperoksit indirgeyiciler (aminoasitler ve 

proteinler gibi) [27]. 

 

Bir antioksidan madde, “reaktif oksijen türlerinin (ROT) canlılarda ve gıdalarda 

oluĢturdukları bozunmaları yavaĢlatan, durduran veya tamamen ortadan kaldıran 

maddeler” olarak da tanımlanmaktadır. Antioksidanlar, oksidasyonu iki Ģekilde 

durdurabilme özeliğine sahiptirler. Bu özelliklerden birincisi serbest radikalleri süpüre- 

bilme yeteneğidir. Bu tür bileĢikler “primer antioksidan” olarak bilinirler. Ġkinci tür 

antioksidan etki gösteren maddeler ise doğrudan radikal süpürme yeteneğine sahip 

değildirler. Bu maddeler bir tür mekanizma yardımı sonucu ortaya çıkarlar. GeçiĢ 

metallerinin bağlanması, hidroperoksitlerin radikal etki göstermeyen türlere dönüĢmesi, 

UV ıĢığı tutmak, singlet oksijenin deaktivasyonu, oksijenin ortamdan giderilmesi gibi 

reaksiyonlar bu Ģekilde iĢleyen mekanizmalara örnek olarak verilebilirler. Bu özellikteki 

bileĢiğe “sekonder antioksidan” adı verilir. Primer antioksidanlara ise fenolik asitler, 

flavonoidler, tokoferoller örnek olarak verilebilir. Bu bileĢikler, besinlerin ve canlı 

organizmaların serbest radikallerin etkisinden korunmaları için tüketilmektedirler. 

Sekonder özellik gösteren antioksidanlar ise genelde ortamda baĢka bir bileĢenin 

yardımı ile etkilerini gösterirler. Örneğin, sitrik asit gibi bloke edici maddeler ancak 

ortamda metal iyonu bulunuyor ise ve C vitamini gibi indirgeyici maddeler de ancak 

ortamda tokoferoller ya da diğer primer antioksidanlar bulunuyor ise sekonder 

antioksidan etkisi gösterebilirler [28]. 

 

Bununla beraber antioksidanlar oksijene etki ederek, gıdalardaki bozunma etkilerini 

durduran maddeler olarak da bilinirler. Antioksidanlar, oksitlenmeyi kontrol altına 

alarak ürünün kalitesini korumak, tadının bozulmasını engellemek ve koruyucu ajan 

olarak davranmak gibi etkilerle gıdaların raf ömrünü uzatmakta ve gıda sektöründe 

önemli bir yer tutmaktadırlar [29]. Gıdalarda gerçekleĢen oksidasyonlar sonucu, 

ürünlerin renginin değiĢerek kahverengi hale gelmesi, kötü kokunun oluĢması, kötü tat 

(acılık), fiziki kalite ve vitaminlerin özelliklerinin azalması gibi problemler oluĢur. Bu 

oluĢan sorunlardan dolayı Uluslararası Gıda Kodeks Komisyonu (CAC), antioksidanları 

“gıdada yağın acılaĢmasını ve renk değiĢimleri gibi oksidasyon tepkimeleri sonucunda 

oluĢan bozunmaları önleyerek raf ömrünü uzatan maddeler” olarak tanımlamıĢtır [30]. 
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Lipitler ile oksijen arasında UV ıĢığının etki etmesiyle otoksidasyon denilen serbest 

radikal zincir tepkimesi gerçekleĢmektedir. BaĢlangıçta ilk önce tepkime serbest 

radikalleri oluĢturmaktadır. (Denklem 16): 

 

Tepkimesinin BaĢlaması:   A-A     2A·                                             (16) 

 

Daha sonra tepkimenin ilerleyerek serbest radikallerin meydana gelmesi ve bunların 

farklı radikalleri oluĢturması görülmektedir (Denklem 17): 

 

Tepkimenin GeliĢmesi:      R−H + A·   R· + H−A                             (17) 

 

OluĢan farklı radikal baĢka kararlı molekülere etki ederek tekrar radikal oluĢturmaktadır 

(Denklem 18). 

 

                                          R· + A-A   R−A + A·                                   (18) 

 

Sonunda da, oluĢan farklı iki radikal birbiri ile birleĢerek kararlı hale de 

gelebilmektedirler (Denklem 19): 

 

Tekimenin sonlanması: Farklı tür radikaller R· + A·   R−A 

Aynı tür radikaller                                         R· + R·   R−R                              (19) 

                      A· + A·   A−A 

 

Otoksidasyon tepkimeleri, geri dönüĢümü gerçekleĢmeyen olaylardır. Tepkimenin 

baĢlayabilmesi için minimum enerjiye gereksinim vardır ve bu enerji de tepkimeyi 

destekleyen prooksidan etkenler tarafından karĢılanmaktadır [31, 32]. 

 

Besinlerde gerçekleĢen lipit oksidasyonları, sadece vitaminlerin, tadın bozulması ve 

renk değiĢimine neden olmakla kalmaz, bunun yanında serbest radikalleri de 

oluĢturabilirler. Bu radikaller zararlı ve istenmeyen tepkimeleri baĢlatabilmektedirler. 

Bu tepkimeleri durdurmak veya en az seviyeye getirmek için, antioksidanlar geçtiğimiz 

yarım asır boyunca kullanılagelmiĢtirler [33]. 
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Gıdaların bozulmasını önlemek ve oksidasyon oluĢumunu engellemek için kulanılan 

yapay antioksidanların en önemlileri: BHA (ButillenmiĢ hidroksi anisol), BHT 

(ButillenmiĢ hidroksitoluen), PG (Propil gallat) ve TBHQ (Tersiyer butil hidrokinon) 

dur. Bu antioksidanlar, oksidasyon baĢlamadan önce gıdalarla karıĢtırıldığında 

oksidasyon tepkimesini durdurucu ve önleyici etki göstermektedirler [29].  

 

Ayrıca antioksidanların, besinlerde bozunmaların baĢlamasını durduramadıkları veya 

tamamen bozulmuĢ olan bir besinin tadını düzeltemedikleri ve hidroliz veya mikrobiyal 

etkilerden oluĢacak bozunmayı durduramadıkları belirtilmektedir. Fakat BHA gibi bazı 

fenolik özellikteki bazı antioksidanların anti-mikrobiyal etkilerinin de bulunduğu ve 

küflenmeye karĢı etkili oldukları tespit edilmiĢtir [34]. 

 

Bir uygulamada en ideal antioksidanı seçmek için; 

 

 Antioksidan ilave edilecek gıdanın türü (örneğin hayvansal ya da bitkisel 

yağlara), 

 Uygulanacak olan antioksidanın iyi dağılması için çözünürlüğü, 

 Besinlerde rengi bozma durumu  

 Gıdanın pH değeri  

 Gıdaya yapılan iĢlemin türü, geçtiği prosesler (kızartma, fırında piĢirme, 

püskürtmeli-kurutma gibi), 

 Tadın nötral olması  

 

gibi faktörlerin dikkate alınması gerekmektedir. 

 

Besinlerde antioksidanların doğru ve etkili bir biçimde kullanılabilmeleri için, 

gerçekleĢen oksidasyonların iĢleyiĢ mekanizması ve antioksidanın bozulmayı engelleme 

yeteneği gibi özelliklerinin çok iyi bir Ģekilde bilinmesi gerekir [35].  
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2.5. Antioksidan Türleri 

 

2.5.1. Yapay Antioksidanlar 

 

Yapay antioksidan olarak bilinen BHA (ButillenmiĢ hidroksianisol) ve BHT 

(ButillenmiĢ hidroksitoluen) bunlardan ikisidir. BHA, yapısal olarak iki izomere sahip 

bir karıĢımdır ve bunlar, 3-tersiyerbutil-4-hidroksianisol ve 2-tersiyerbutil-4-

hidroksianisol bileĢikleridir. Bu izomerler grimsi katı parçacıklar halinde bulunur. BHT 

ise beyaz kristal Ģeklinde bulunur. BHT ve BHA yağı seven özellikte olduklarından 

yağlarda iyi çözünebilmektedirler. Fakat suda ki çözünürlükleri oldukça düĢüktür. 

BHA‟ nın gıdalar içinde çözünmesi BHT‟den daha iyidir. Genellikle gıdalarda bulunan 

yağ oranına bakılarak, sadece birisi veya bunların bir karıĢımı yaklaĢık 200 ppm 

oranında kullanılır. BHA özellikle uçucu yağların renk, tat ve kokularının 

değiĢmemesinde, özellikle de küçük moleküllü yağ asitlerinin oksidasyonunu kontrol 

etmede etkili bir rol oynar. Genel olarak bu izomer antioksidanlar tahıllar ve tatlı 

ürünlerinin korunması için kullanılmaktadır. BHA ve BHT beraber kullanıldıklarında 

sinerjist etki oluĢmaktadır. BHA (ButillenmiĢ hidroksianisol) ve BHT (ButillenmiĢ 

hidroksitoluen) in fazla tüketilmesi, vücutta aĢırı bir Ģekilde alerjik etkilere sebep 

olabilmektedir. Günümüzde yapılan bazı çalıĢmalarda bu iki maddenin kanserojenik 

etkilerine dikkat çekilmiĢtir. Bu antioksidanların, Ulusal Gıda AraĢtırma Konseyinin 

açıklamaĢ olduğu verilere göre gıdalarda kullanımlarında 1970‟den itibaren azalma 

olmasına rağmen, günümüzde hala en fazla kullanılan antioksidanlar olduğu 

belirtilmektedir [36]. 
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OH

OCH3

C(CH3)3

                                                    

OH

OCH3

C(CH3)3

 

 

        4-metoksi-2-ter-butilfenol                                            4-metoksi-3-ter-butilfenol 

                     (2-BHA)                                                                         (3-BHA) 

 

Şekil 2.3 ButillenmiĢ hidroksianisol (BHA)‟ün  kimyasal yapısı. 

 

OH

OCH3

C(CH3)3(H3C)3C

 

Şekil 2.4. 2,6-di-ter-butil-p-hidroksitoluen (BHT) ‟in kimyasal yapısı. 

 

 

TBHQ (Tersiyer bütilhidrokinon) yapay antioksidanı, kızartma yağlarını oksidasyona 

karĢı korumak için çokça kullanılmaktadır. Grimsi bir toz olan TBHQ, katı ve sıvı 

haldeki yağlarda iyi çözünebilmektedir. Propil gallatın tersine, demir ve bakır 

iyonlarıyla kompleksler vermez ve gıdaların kızartma iĢleminde gıda içinde çok iyi bir 

Ģekilde dağılabilmektedir. 

 

Tek baĢına veya BHA ile ya da BHT ile beraber de kullanılabilir. PG ile kullanıldığında 

azaltıcı bir etki yaratığından dolayı bu karĢım pek kullanılmaz. Sitrik asit ile beraber 

kullanıldığında kararlı bir özelik kazanmaktadır. Bu antioksidan Avrupa ülkelerinde 

yasaklanmıĢtır. Gıdalardaki kullanım sınırı, yağ miktarı ile orantılı olarak yaklaĢık 

olarak en fazla % 0,02‟dir [36]. 
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OH

OH

C(CH3)3

 

 

rfŞekil 2.5. tert-butil-hidroksikinon (TBHQ)‟nın kimyasal yapısı. 

 

Gallatlar önemli yapay antioksidanlardır. Gallik asit‟in en fazla kullanılan esterleri, 

propil gallat (PG), oktil gallat, dodesil gallat ve lauril gallattır. Bu antioksidanlar suda 

iyi çözünmezler, yağda sadece oktil ve dodesil gallatlar iyi çözünür. PG, beyaz kristal 

veya toz halinde ticari olarak satılmaktadır. Erime noktası 148 °C olup, bu sıcaklığın 

üzerine çıkıldığında özelliğini kaybetmektedir. Bu antioksidan maddenin yirminci yüz 

yılın ortasından beri gıdalarda kullanımı giderek yaygınlaĢmıĢtır. Ticari olarak gallik 

asit ile propil alkolün esterleĢmesiyle üretilmektedir. PG, özellikle hayvansal yağlar ve 

bitkisel yağların kararlı olmasında kullanılır. Ancak bitkisel yağlarda TBHQ‟dan daha 

az etkiye sahiptir. 

 

PG demir iyonları ile koyu renkli bir çözelti oluĢturmakta ve özellikle, yağda ve 

maddelerde istenmeyen mavi-siyah renk oluĢturduğu için, kullanılırken sitrik asitle 

karıĢtırılarak gıdalara eklenmektedir. Sitrik asit ile birlikte kullanılmasındaki amaç, 

demir ve bakır iyonlarının baĢlattığı oksidatif tepkimeleri önlemek veya yavaĢlatmaktır. 

 

PG, BHA ve BHT ile birlikte kullanıldığında sinerjik etki oluĢturmakta ancak TBHQ ile 

kullanımına izin verilmemektedir. Gallatlar, et ve et ürünlerinde, sosis, salamlar ve 

çeĢitli baharatlarda kullanılmaktadır. Toplum sağlığı ve temizlik bakımından olumsuz 

bir durum günümüze kadar bilinmemektedir [36]. 
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COOC3H7

HO

OH

OH

 
 

Şekil 2.6. Propil gallat (PG)‟ın kimyasal yapısı 

 

 

2.5.2. Doğal Antioksidanlar 

 

2.5.2.1. C-Vitamini (Askorbik Asit) 

 

Canlı organizmaların yaĢamları boyunca en çok ihtiyaç duydukları vitamin olan C-

vitamininin (ġekil 2.7), diğer adıyla askorbik asitin, sudaki çözünürlüğü yüksek ve 

serbest radikalleri doğrudan söndürebilen güçlü bir antioksidandır. Askorbik asitin 

çeĢitli gıda maddelerinde acılaĢmayı ve ekĢimeyi, meyvelerde renk değiĢimini ve 

bozunmayı durdurucu özellik gösterdiği bilinmektedir. Bitkilerden doğal olarak elde 

edilebileceği gibi kimyasal olarak da üretilebilmektedir [37].  

 

Askorbik asit gerçek özellikteki antioksidanlar ile birlikte kullanıldığında bu 

antioksidanların etkisini artıran sinerjist olarak görev yapmaktadır [27]. 

 

O

HO

HO

HO OH

O

 
 

Şekil 2.7. Askorbik asidin yapısı (vitamin C) 

 

2.5.2.2. Tokoferoller 

 

En iyi bilinen ve en geniĢ kapsamlı kullanılan antioksidanlardır. Tokoferoller ve 

tokotrienoller olmak üzere iki gruba ayrılırlar ve her iki grup için dört izomer (α-, β-, γ- 



 18 

ve δ-) vardır. Hemen hemen tüm gıdalarda eser miktarda dahi olsa bulunurlar. Bu 

gruptaki en önemli antioksidan E vitamininin en aktif formu olan α-tokoferoldür [34]. 

Tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipid peroksil radikaline vererek 

antioksidatif aktivite göstermektedirler. α-Tokoferolün aynı zamanda hidroperoksitlerin 

dekompozisyonunu yavaĢlattıkları bilinmektedir. Tokoferoller ısıya karĢı oldukça 

dayanıklıdırlar. α-Tokoferolün oksidatif kararlılığı artırmada ve sıcaklık arttıkça 

oksidasyon hızını azaltmada etkili olduğu bildirilmiĢtir [38]. Tokoferol ve 

tokotrienollerin genel yapıları ġekil 2.8‟de verilmistir. 

O

R1

HO

R2

R3

CH3

CH3

CH3CH3CH3

 

R1 =R2 = R3 = Metil, α-Tokoferol 

R1 = R3 = Metil, R2 = H, β-Tokoferol 

R1 = H, R2 = R3 = Metil, γ-Tokoferol 

R1 = R2 = H, R3 = Metil, δ-Tokoferol 

 

 

   R1 =R2 = R3 = Metil, α-Tokotrienol 

   R1 = R3 = Metil, R2 = H, β-Tokotrienol 

   R1 = H, R2 = R3 = Metil, γ-Tokotrienol   

R1 = R2 = H, R3 = Metil, δ-Tokotrienol 

 

Şekil 2.8. Tokoferol ve tokotrienollerin genel yapıları. 
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2.5.2.3. Flavonoidler 
 

Flavonoidler, bitkilerde çok miktarda bulunurlar ve insanlar tarafından sıklıkla tüketilen 

difenilpropanlardır. Flavonoidlerin en önemli kaynaklarının sebzeler, meyveler ve 

içecekler olduğu bilinir. Flavonoidler, kimyasal yapı bakımından C6-C3-C6 karbon 

iskeleti ile gösterilirler. Bu iskelet iki aromatik halka, üç karbonlu bir alifatik zincir ile 

birbirine bağlanmıĢ durumdadır. Flavonoidler antioksidatif  aktivitelerini, ksantin 

oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonları ile 

etkileĢip kompleks oluĢturarak, diğer antioksidanlar ile tepkimeye girerek ve süper  

oksit anyonları ve lipid peroksil radikallerine etki ederek göstermektedirler. Birçok  

bitki dokularında bulunan flavonoidler flavon, flavanol, izoflavon, antosiyaninler ve 

kalkonları içermektedir [ 39]. Bazı önemli flavon ve flavonoller aĢağıda ġekil 2.9‟da 

gösterilmiĢlerdir [40 ]. 

OOH

OH O

R3

R4R2

R5
A C

B

R1

 

(a) 

 

(b) 

Şekil 2.9. (a) Flavonoidlerin genel yapısı ve (b) Bazı önemli flavon ve flavonoller. 

 R1 R2 R3 R4 R5 

Flavonlar:      

     Apigenin H H H OH H 

     Luteolin H H OH OH H 

      

Flavonoller:      

     Kuersetin OH H OH OH H 

     Mirisetin OH H OH OH OH 

     Kamferol OH H H OH H 
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Flavonol (quercetin) ve flavanoller (kateĢin) insanların kullandıkları besinlerin temel 

bileĢeni olarak bilinmektedirler. Flavanoller, antimutajenik ve antikarsinojenik aktivite 

gibi biyolojik özellikler göstermektedirler. Bu bileĢiklerin antioksidatif etkileri, kansere 

neden olan iĢlemlerde oksijen radikallerini ve lipid peroksidasyonunu yavaĢlatıcı ve 

engelleme bakımından önemli bir yer tutmaktadır [41, 42]. 

 

Yapılan çalıĢmalar sonucunda bu grupta yer alan antioksidan moleküllerinin öncelikle, 

kalp damar sistemi hastalıklarını önleyici ve diğer birçok hastalığın ortaya çıkmasını 

engelleyici etkiler gösterdikleri belirlenmiĢtir [43].  

 

Flavonoidlerin B halkasına bağlanan hidroksil grubunun artması durumunda 

antioksidan etkisinin arttığı ortaya konmuĢtur [44]. 

 

Polifenollerin altgrubu olarak bilinen flavonoidler, B halkasının C halkasına bağlandığı 

bağın yeri ve C halkası üzerindeki fonksiyonel grupların oksidasyon durumları dikkate 

alınarak bazı alt guruplara ayrılmaktadırlar. 
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2.5.2.4. Fenolik Asitler 

 

Fenolik asitler bitkilerde çok miktarda bulunurlar. Fenil propanoidler olarak da  

bilinirler. Hidroksisinnamik asit ve hidroksi benzoikasit içeren iki ana gruba 

ayrılmaktadırlar. Fenolik asitlerin genelini hidroksi sinnamik asitler oluĢturur [46 ]. 

 

Fenolik asitler, fenolik bileĢiklerin önemli bir grubunu oluĢturmaktadırlar. Önemli 

fenolik asitler p-hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksibenzoik 

asit, vanillik asit, siringik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit, 

klorojenik asit ve rosmarinik asittir. Fenolik asitler,  organik asitler halinde veya 

glikozitlerin esterleri Ģeklinde bulunurlar [40]. L-fenilalanin veya L-tirosinden p-

kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, sinapik asit ve klorojenik asit oluĢmaktadır. Bu 

asitlerin yapısında -CH=CH-COOH gruplarının bulunması, hidrojen verebilme 

özelliklerini artırmakta ve bunun yanında benzoik asitlere göre radikalleri daha kararlı 

hale getirmektedirler. Hidroksi benzoik asitler, yapılarındaki hidroksi ve metoksi 

gruplarının yerlerinin pozisyonları ve sayılarına bağlı olarak çeĢitlenmektedir. 

  

Bu gruplardan en önemlilerine gallik asit, vanillik asit, siringik asit, resorsilik asit, 

protokatekuik asit örnek olarak olarak verilebilir. Hidroksillenmeye ve hidroksil 

radikallerine yüksek reaktivite gösteren monohidroksi benzoatlar etkin hidroksil 

gidericilerdir. Aromatik halka ile karboksilat grubunun arasına metilen grubunun 

bağlanmasıyla meydana gelen fenilasetik asitlerin orto ve meta hidroksi türevleri, 

yaklaĢık olarak 1mM‟a yakın konsantrasyonda antioksidan aktivite gösterirler. 

Dihidroksi benzoik asitlerin türevlerinin antioksidan aktiviteleri, hidroksillerin Ģekline 

bağlı olarak, orto-, para-durumlarında yüksek aktivitede olurken, meta, para-durumunda 

düĢük aktivitede olmaktadır [5]. 

                 

COOH

OH

OH

                                                            

COOH

OCH3

OH  
ProtokateĢuik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit)                             Vanillik asit       

 

Şekil 2.10. Benzoik asit türevi bazı fenolik asitler. 
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ġekil 2.10 Devam ediyor.. 
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Şekil 2.10. Benzoik asit türevi bazı fenolik asitler. 

 

                                                           
 

              p-Kumarik asit                                                         Kafeik asit 

                                 

                                              

OH

CH CHCOOH

OCH3H3CO

 
 

                Ferulik asit                                                          Sinapik asit 

Şekil 2.11. Sinnamik asit türevi bazı fenolik asitler 
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2.5.2.5. Fenolik Polimerler (Tanenler) 

 

Fenolik polimerler yüksek molekül kütlesine sahiptirler. Tanenler, kondense ve hidroliz 

olabilen olamak üzere iki kısımda incelenenirler [47]. Kondense tanenler, polimerik 

flavonoidlerdir [48]. Hidrolizlenebilir tanenler, gallik asit ve benzer bileĢiklerin 

karbonhidratlarla esterleĢmesiyle oluĢurlar [47]. Bunlardan en önemlileri, besin tanenleri 

olan kateĢin ve epikateĢinin fenolik polimerleridir. Bu polimerler koyu renkli 

görünümünde ve ekĢimsi tada sahip bileĢiklerdir [46]. 
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Şekil 2.12. Fenolik polimerlerin yapısı 
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2.5.2.6. Karotenoidler 

 

Karotenoidler, havyanlar için önemli olmalarına rağmen bitkilerde oluĢurlar. 

Karotenoidlerin yapısında çok miktarda çift bağ bulunmaktadır ve bu çifte bağların 

konjuge olmalarından dolayı renkli yapıya sahiptirler. Kırmızı renkten açık sarıya kadar 

renkli, bir çok bitkilerde ve hayvanlarda mevcut olan, yapısında azot bulunmayan, suda 

çözünürlüğü az olan, fakat organik çözücülerde ve yağlarda iyi çözünebilen renkli 

pigmentlerdir. Bu renkli pigmentler bitkilere renkliliği kazandırmaktadırlar. 

Karotenoidler, sebze, meyve ve çiçeklerin karakteristik renklerinin oluĢumunu 

sağlamaktadır. Havuç, mısır, domates, tereyağı, süt, yumurta sarısı ve renkli birçok 

bitkide bol miktarda bulunur. Karotenoidlerden en iyi bilineni A-provitamini olarak da 

tanınan β-karoten‟dir. A vitamini tek baĢına anti-oksidan özellik göstermez fakat  β-

karoten kediliğinden antioksidan aktivite gösterir [49]. 

 

 

CH3H3C

CH3

H3C

CH3H3C

CH3 CH3

CH3 CH3

 

 

Şekil 2.13. β-karotenin yapısı 

 

 

2.6. Bitki Ekstraktlarının Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesinde Kullanılan  

       Bazı Yöntemler 

 

2.6.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yöntemi 

 

Bu yöntem antioksidanların radikal giderme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve 

geçerli bir yöntem olarak bilinmektedir [50]. 
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Şekil 2.14. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin yapısı. 

 

 

 

Antioksidan-DPPH radikali tepkime mekanizması aĢağıda ġekil 2.15 te ki gibi 

iĢlemektedir. 
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Şekil 2.15. Antioksidan-DPPH radikali tepkime mekanizması 

 

DPPH, hoĢ görünümlü mor bir renge sahip bir radikaldir. Antioksidandan bir proton 

(H
+
) koparıp kendisini indirgeyerek α, α -difenil-β-pikrilhidrazil molekülüne dönüĢür ve 

bu tepkime sonucu hoĢ görünümlü rengi açılır. Bu yöntemle ilgili en çok uygulanan 

metod olan delokalizasyon metodu, DPPH‟ın antioksidanlarla tepkimeye girmesi 

sonucu konsantrasyonunda meydana gelen azalmanın, 515-517 nm dalga boyunda bir 

spektrometre ile absorbans farkı olarak ölçülmesi ilkesine dayanır [51, 52]. 

 

DPPH analiz metodunda belirli miktarda DPPH çözeltisi ve örnek çözeltisi karıĢtırılıp, 

tepkime baĢlatıldıktan sonra 50 dakika veya karıĢımın absorbansı sabitleninceye kadar 
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geçen süre sonrası, spektrometreyle 517 nm de absorbans ölçülür. Ġndirgeme tepkimesi 

süresince çözeltideki DPPH‟ın karakteristik özelliği olan hoĢ görünümlü mor rengin 

giderek açılmasıyla sarımsı bir renk oluĢur [52]. Çözeltide kalan DPPH, antioksidan 

konsantrasyonu ile orantılıdır. Antioksidan baĢlangıçta konsantrasyonu yüksek olan 

DPPH‟ı yukarıdaki reaksiyon gereğince süpürür. Bu radikalin konsantrasyonunu yarıya 

düĢüren antioksidan değeri EC50 ( ya da IC50 ) olarak verilir. DPPH metodu basit ve hızlı 

olduğundan antioksidan aktivitesi belirlemede sıklıkla kullanılan bir yöntemdir [52]. 

 

2.6.2. ORAC Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi Yöntemi 

 

Bu yöntem Cao ve ekibi tarafından geliĢtirilmiĢtir [53]. Canlı organizmalarda en çok 

karĢılaĢılan radikal türü olan peroksil ile iĢlem gördüğünden dolayı günümüzde oldukça 

sık kullanılmaktadır. Bu metodda da engelleme derecesi sabit alınıp engelleme 

zamanına bakılarak veya engelleme zamanı sabit alınıp engelleme derecesine bakılarak 

antioksidan aktiviteyi direk olarak hesaplayabilmek mümkündür [54]. Bu yöntem 

peroksille iĢlem gördüğünden dolayı peroksiller hariç diğer radikalleri belirlemede 

kullanılabilir. 

 

2.6.3. ABTS Yöntemi / TEAK (Troloks Eşdeğeri Antioksidan Kapasitesi) 

 

ABTS yöntemi, troloks eĢdeğeri antioksidan kapasitesi olarak da bilinir. Miller ve 

diğerleri tarafından geliĢtirilmiĢtir [56]. Bu yöntem, renkli olan 2,2'-azinobis(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) radikalik katyonunun absorbansının, proton (H
+
) 

veren antioksidanlar tarafından giderilmesine dayanan bir yöntemdir. Absorbans 

değerindeki absorbans farkından yararlanılarak toplam antioksidan kapasitesi troloks (E 

vitamini türevi) cinsinden verilir. Aktivitesi tayin edilecek örneğin 1 mM‟lık 

çözeltisinin aktivesine eĢdeğer olan troloksun mM konsantrasyonu (TEAC) aktiviteyi 

belirtir. Gerçek metodda ABTS.
+  

katyonunun kendine özgü absorbsiyon spektrumu 

660, 734 ve 820 nm‟de maksimum vermektedir [55, 56 ]. 
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Şekil 2.16. ABTS.+
 
katyonunun yapısı

 

 

2.6.4. β-Karoten/Linoleik Asit Model Sistemi 

 

Bu yöntemde, sabit ve belirli bir sıcaklıkta, serbest radikal zincir tepkimesi yoluyla 

linoleik asidin oksidasyonu sonucu meydana gelen peroksitler yoluyla, ortamdaki β-

karotenden kaynaklanan rengin değiĢmesi ilkesine dayanarak tayin yapılmaktadır [56]. 

Linoleik asitle β-karotenin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir. 

Diallilik metilen gruplarından bir protonun alınmasıyla oluĢan linoleik asit serbest 

radikalleri yüksek derecede çift bağ içeren β-karoten molekülüne saldırır. β-karoten bu 

olayla okside olur ve kısmen bozunur. Sistem, rengin oluĢmasına neden olan kromofor 

grubunu ve bundan kaynaklanan kendine özgü rengini kaybeder. GerçekleĢen olay 

spektrofotometrik olarak izlenir ve karĢılaĢtırma için BHA veya BHT gibi yapay doğal 

antioksidanlar kullanılır [57]. 

 

2.6.5. FRAP (Demir(III) İndirgeme Antioksidan Gücü) Metodu 

 

Bu metod, demir(III)‟ün indirgenme özelliği kullanılarak antioksidan aktivitesini 

ölçmek için geliĢtirilen ve kullanılan bir yöntemdir. Renksiz haldeki 

demir(III)tripridiltriazin (Fe(III)-TPTZ),  antioksidanlarla pH=3,6 ortamında 

indirgenerek demir(II)tripridiltriazin‟e (Fe(II)-TPTZ) dönüĢür. Bu dönüĢüm olayında 

renksiz  (Fe(III)-TPTZ),  (Fe(II)-TPTZ )‟e dönüĢerek mavi renkli bir çözelti oluĢturur. 

OluĢan rengin Ģiddeti spektrofotometrede absorbans değeri belirlenerek antioksidan 

gücü ölçülür [58, 59]. 
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Şekil 2.17. FRAP reaktifi ile antioksidan bileĢik arasındaki etkileĢim. 

 

2.6.6. Cu(II) İyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yöntemi 

 

Apak ve arkadaĢlarının geliĢtirdiği bu yöntemde [60], 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin 

(Neocuproin-Nc)‟in Cu(II) ile oluĢturduğu bakır(II)-neokuproin kompleksi (Cu(II)-Nc), 

bakır(I)-neokuproin [Cu(I)-Nc]‟e dönüĢmekte ve bu olayda bakırın indirgenmesinden 

yararlanılarak Cu(II)-Nc‟in 450 nm‟deki maksimum absorbansı ölçülmek suretiyle 

antioksidan aktivitesi bulunmaktadır. Bu metoda, “bakır(II) iyonu indirgeme antioksidan 

kapasite yöntemi” denilmiĢ ve bu kısa bir Ģekilde CUPRAC metodu olarak ifade edilmiĢtir. 

 

Bu teknik, sulu Cu(II) klorür çözeltisi, alkolde hazırlanmıĢ neokuproin (2,9-dimethyl-1,10-

phenanthroline) çözeltisi, sulu amonyum asetat (pH=7 tamponu) çözeltilerinin 

karıĢtırılması, antioksidan ekstraktlarının eklenmesi ve belirli bir süre sonra 

spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda absorbans ölçülmesiyle gerçekleĢtirilir. Bazı 

antioksidanların renk oluĢumu hızlı gerçekleĢirken (askorbik asit, gallikasit ve kuersetin 

gibi ), bazıları ise yavaĢ gerçekleĢmekte (naringin, naringenin gibi), bu olayı hızlandırmak 

için 50 
o
C‟de 20 dakika tepkimenin oluĢması sağlanmaktadır. Bu yöntemde de, troloks veya 

benzer bir madde karĢılaĢtırma amacıyla kullanılmaktadır [60]. 
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Şekil 2.18. Cu(II)‟ nin antioksidan madde ile Cu (I)‟ e indirgemesi 

 

 

Çizelge 2.2‟de literatürde mevcut bazı diğer  antioksidan kapasitesi ölçüm 

yöntemlerinin çeĢitli özelliklerine göre sınıflandırılması gösterilmiĢtir. 
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2.6.7. Folin-Ciocalteu (FC) Metodu: Toplam Fenolik Madde Tayini Metodu 

 

Besinlerin bünyesinde mevcut olan toplam fenolik madde miktarının hesaplanabilmesi, 

antioksidan aktiviteyi oluĢturan hidroksil grupları hakkında bilgi elde edinilmesi 

açısından çok önemlidir. Folin-Ciocalteu (FC) yöntemi, doğal maddelerin toplam 

fenolik madde miktarı ölçümü için kullanılan bir yöntemdir. Bu tekniğin temel 

mekanizması oksidasyon tepkimelerine dayandığı için, diğer bir antioksidan aktivite 

ölçüm metodu olarak da kullanılabilir.  

 

Folin-Ciocalteu reaktifi ile fenolik maddeler etkileĢtirilerek bunların okside olması ve 

belirli bir süre beklemek suretiyle tepkimenin tamamlanması sağlanır. OluĢan renkli 

karıĢımın 745-765 nm de absorbansları okunur [52]. 

 

Folin-Ciocalteu reaktifi, fenolik özellik göstermeyen maddeler tarafından da 

indirgenmekte olup sadece fenolik bileĢenlere karĢı spesifik değildir. Folin-Ciocalteu 

reaktifinin, fenolik bileĢikler ile tepkime verebilmesi için ortamın pH‟sı sodyum 

karbonat ile yaklaĢık 10‟a ayarlanır. Fenolik bileĢiklerdeki protonların ayrılması ile 

fenolat anyonları oluĢur ve bu suretle Folin-Ciocalteu reaktifini indirgeme özelliğine 

sahip olurlar [53]. 

 

Folin-Ciocalteu yöntemi, hassasiyeti ve kesinliğinin yüksek olduğu bilinen bir 

yöntemdir. Fakat tepkime, pH‟ı düĢük bölgelerde yavaĢ gerçekleĢmekte ve özeliğini 

yitirmektedir. Ortamda ekstrakte olmuĢ proteinlerin de olabilmesi bu yöntemin 

dezavantajıdır. Bundan dolayı spesifik bir metot olduğu kabul edilmemektedir. Ayrıca 

analiz sırasında ortamda kolayca indirgenen maddelerle çok rahat tepkimeye 

girmektedir. Bunun için ekstrakte olan proteinler ve kolayca yükseltgenen maddelerin 

ortamda bulunmaması son derece önemlidir [51]. Bu yöntemde karĢılaĢtırma referans 

standardı olarak genellikle gallik asit kullanılır. Literatürde farklı standartlar da 

kullanılmaktadır [52]. 
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2.7. Yüksek-Performanslı Sıvı Kromatografisi (HPLC) 

 

Bir ayırma tekniği olan yüksek performanslı sıvı kromatografisinde (HPLC), bir 

çözücüde çözünmüĢ olan bileĢikler, hareketsiz sıkı bir faz içeren kolon içinden, yüksek 

basınçlı pompa ile gönderilen hareketli faz yardımı geçmeye zorlanırlar. Hareketli faz 

içindeki bileĢenler, durgun ve sıkı faza karĢı farklı ilgilerinden dolayı değiĢik hızlarda 

ilerleyerek kolondan farklı zamanlarda çıkmaktadır. Kolonun çıkıĢına yerleĢtirilen 

uygun bir dedektör yardımıyla farklı zamanlarda kolondan ayrılan maddeler sırasıyla 

belirlenerek kaydedilir. Yüksek hızlı ayrımların yapıldığı bu iĢleme, yüksek 

performanslı (basınçlı) sıvı kromatografisi denmektedir [63]. 

 

Yüksek performanslı sıvı kromatografi sisteminin birimleri ve özellikleri Ģu Ģekilde 

sıralanabilir: 

 

a)Hareketli/ TaĢıyıcı Faz Depoları 

b)TaĢıyıcı Faz Hareket Birimi; Pompa sistemi 

c)Enjeksiyon (Örnek Yükleme) Sistemi 

d)Ayırma Birimi; Analitik Kolon(lar) 

e)Ölçüm Birimi; Dedektör(ler) 

f)Yazım Birimi; kaydedici, Ġntegratör 

g)Atık Deposu 

 

 
Şekil 2.19. HPLC cihazı akıĢ Ģeması [63]. 
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Hareketli fazın akıĢ hızı ayırma süresince aynı olmalıdır. Durgun fazda bozunma ve  

tıkanıklık, basınçta ve akıĢ hızında değiĢikliğe neden olabilir. Pompa sisteminin düzgün 

çalıĢabilesi için bu sistemin içerisinde hava kabarcığının olmamasına dikkat edilmelidir. 

Pompa yürütücü fazı deposundan alarak ilk önce enjeksiyon sistemine gönderir. 

Enjeksiyon sistemi otomatik veya manuel olmak üzere iki farklı Ģekilde olabilmektedir. 

Manuel olan bir sistemde örnek enjeksiyonu iĢleminin kolaylıkla yapılabilmesi ve 

çözücü akıĢının enjeksiyondan etkilenmemesi için analiz edilecek örnek çok uçlu bir 

valfe gönderilir. Bu valf yardımıyla örneğin bulunduğu hareketli fazın kolana doğru 

taĢınması sağlanır. 

 

HPLC analitik kolonlar, 2-8 mm iç çapına sahip, mikropartiküllerden veya peliküllerden 

yapılmıĢ dolgulu kolonlardır. Bu kolonlar paslanmaz çelikten veya kartuĢ Ģeklinde 

olabilmektedir. Bu sistemde gerekli koĢullar iyi ayarlandığında, kolonda birbirinden 

ayrılan kompleks karıĢım, hareketli faz yardımıyla ölçüm birimi olan dedektöre taĢınır. 

Dedektörün, maddenin deriĢimi ile orantılı bir özeliğini ölçülebilmesi için uygun 

koĢullar sağlanmalıdır. Dedektör yardımıyla analiz edilecek maddelerin deriĢimi 

belirlenir [64]. 

 

Bu ayırma metodunda bileĢenleri birbirinden ayırmak için yararlanılan önemli 

faktörlerden birisi de hareketli fazdır. Farklı polaritedeki organik çözücüler ile 

numunenin birlikte kolondan yürütülmesiyle daha iyi bir ayırma sağlanabilir. Ayırmada 

kullanılan hareketli fazın akıĢ hızı genelde 10-60 ml/saat hızındadır. Bu akıĢ hızını 

meydana getirebilmek için hareketli faza uygulanan basınç 30-400 atm arasında 

değiĢmektedir. Uygulanan basınç hareketli fazın viskozitesine, kolonun geçirme 

özelliğine, kolon dolgu maddesinin tanecik boyutuna bağlı olarak değiĢir. Kolonun 

boyunun artmasıyla ve kolonun dolgu maddesinin tanecik boyutunun azalmasıyla 

hareketli fazın akıĢ hızında azalma meydana gelir. Hareketli fazın akıĢ hızının 

değiĢmemesi için basıncın arttırılması gerekir. Hareketli fazın akıĢ hızı, dedektör 

çıkıĢına yerleĢtirilen hacmi belirli kaba sıvının dolmasıyla geçen zaman ölçülerek 

bulunur [63]. 
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HPLC ile yapılacak ayırmalar değiĢik yöntemler uygulanarak yapılır. Ayırmada 

kullanılan yöntem yapılan çalıĢmanın türüne, analiz edilecek numunelerin özelliklerine 

bağlıdır [65]. 

 

Genelde HPLC ayırma yöntemleri dağılma tipinde çalıĢmaktadır. Dağılma 

kromatografisi sabit ve hareketli fazın birbirine göre polar oluĢuna bağlı olarak iki 

kısma ayrılır. Normal faz (NP), sabit haldeki fazın hareletli olan fazdan daha polar 

olduğu durumdur. Bunun içinde polarlığı az olan bileĢikler durgun fazdan ilk olarak 

çıkmaktadırlar. Durgun fazda ilerleyen analitin tutulması hareketli fazın polarlığının 

artmasıyla azalır. Ters fazda ise (RP) sabit haldeki faz daha az polariteye sahiptir. Bu 

durumda polaritesi yüksek olan analitler sabit fazı daha çabuk terketmektedirler. 

Ayırmada hareketli fazın hidrofob özelliği artıkça analitin kolonda tutunması azalır. 

Genellikle HPLC sistemlerinde ters faz (RP) kullanılmaktadır. Ters faz 

uygulamalarında da en yaygın olarak C18 kolonlar kullanılır [66]. 

 

Analitler kolonda ilerleyerek farklı zamanlarda kolondan ayrılır. Bu ayrılan analitler bir 

spektrometrik sistem yardımıyla analiz edilir. Ayrılan analitler UV ve görünür bölge 

ıĢınını geçirebilen bir numune hücresinden geçirilir. Numune hücresinden belirlenen 

dalga boyundaki ıĢınlar geçiriliyorken analitlerin yaptıkları absorbanslar bir dedektör 

yardımıyla belirlenerek kaydedilir. Genellikle dedektör olarak diyot serili dedektör 

(DAD) kullanılmaktadır. Çift ıĢınlı bir cihazda, ıĢık kaynağından çıkan ıĢın demeti bir 

ayırıcı yardımıyla ikiye ayrılır. Bu ıĢınlardan biri analit içermeyen referans hücresinden, 

diğer ıĢın ise analit içeren hücreden geçirilerek, analitlerin absorsiyonları bu ikisini farkı 

olarak  hesap edilir. Böylece HPLC kromatogramları elde edilir [67].  

 

HPLC, fenolik maddelerin ayrılmasında kullanılan önemli bir metottodur. Ters fazlı 

(RP)  kolon kullanımı fenolik bileĢikleri ayırmada daha fazla yaygındır. Gıdalardan elde 

edilen fenolik analitler genellikle UV görünür dalga boyunda UV-Vis dedektörü ve 

DAD (diyot serili dedektör) ile ölçülmektedir [68]. 

 

HPLC de polifenolik maddelerin belirlenmesinde, kolondan geçerkenki alıkonma 

zamanı temel alınmaktadır ve bu alıkonma zamanları bileĢiklerin kimyasal yapısına 
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bağlıdır. HidroksitlenmiĢ ve gılikozitlenmiĢ fenolik analitlerin kolonda alıkonma 

zamanı kısa gerçekleĢirken, metillenmiĢ fenolik analitlerin kolonda alıkonma zamanı ise 

uzundur. [69]. 

 

HPLC tekniğinde bir standardın konsantrasyonuna karĢı oluĢan pik alanları kullanılarak 

kalibrasyon eğrileri ve her bir standart‟ın kolandan ayrılıp gelme zamanları belirlenir. 

ÇeĢitli standartların kalibrasyonu için sıralanan dalga boyları kullanılır. Bitki 

ekstraktlarının fenolik bileĢimlerinin pikleri elde edildikten sonra, kalibrasyon 

eğrileriyle karĢılaĢtırılarak bu bileĢimlerin konsantrasyonları hesaplanır. 

 

2.8. Antioksidan Madde Ekstraksiyonu İçin Kullanılan Teknikler 

 

Bu teknikler, sıvı çözücü ekstraksiyonları, katı faz ekstraksiyonları, süperkritik akıĢkan 

ekstraksiyonları ve ultrasonik esaslı ekstraksiyonlar olmak üzere dört kısımda ele 

alınabilirler [70]. 

 

2.8.1. Sıvı Çözücü Ekstraksiyonları 

 

Tıbbi özellikteki bitkiler ve gıdalarda bulunan fenolik bileĢikler, polifenoller ve 

polihidroksi fenoller olarak da bilinmektedir. Günümüzde yapay antioksidanların çeĢitli 

zararlı etkilerinden dolayı yapay antioksidanlara olan ilgi giderek azalmaktadır. Bu 

eksikliği gidermek için son yıllarda doğal antioksidanlara olan ilgi ve bunların 

bitkilerden elde edilmesi çalıĢmaları giderek artmaktadır. Bitkilerden elde edilen doğal 

kaynaklı antioksidanlar sadece gıdalar için koruyucu etki göstermemekte, aynı zamanda 

sağlık üzerine de olumlu etkiler göstermektedirler. Çoklu OH grubu bulunduran 

polifenoller hidrofilik özellik gösterirler ve metanol ve su gibi çözücü ortamında 

ekstarkte edilebilirler [71]. 

 

Ekstraksiyon çözücüsü, ortamdaki maddelerden analiti kolay çözmeli, diğer maddeleri 

ya hiç çözmemeli ya da çok düĢük düzeyde çözmelidir. Çözücü seçimi daha sonraki 

adımlar için uygun olmalıdır. Kullanılan çözücünün polaritesi hedef bileĢenin 

polaritesine yakın olmalıdır. Bu nedenle apolar özelikte ve lipofilik özellikteki 
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maddelerin ektraksiyonu için apolar olan hekzan, pentan gibi çözücüler 

kullanılmaktadır. Diğer yandan polar bileĢiklerin ekstraksiyonu için daha polar olan 

asetonitril, metanol, etilasetat su gibi çözücüler kullanılmaktadır. Ayrıca geniĢ bir 

polaritede ekstrakt elde edilmek istenirse polar-apolar çözücü karıĢımları tercih 

edilmelidir. Diğer bir yöntem ise önce polar çözücüde daha sonra ise apolar çözücüde 

ekstraksiyon iĢlemleri yapmaktır [72,73]. 

 

2.8.1.1. Soxhlet Ekstraksiyonu 

 

Resim 2.1 ÇalıĢmada kullanılan Soxhlet ekstraksiyon sistemi 
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Soxhlet ekstraksiyonu genellikle, kuru numunelerin ekstraksiyonunda kullanılan bir 

tekniktir. Numune filtre kağıdından yapılmıĢ bir kartuĢ içinde Soxlet ekstraktörüne 

yerleĢtirilir. Ekstraksiyonda çözcü olarak genellikle organik çözücüler kullanılır. Cam 

balona konulan çözücü bir mantolu ısıtıcı yardımıyla ısıtılır ve böylece çözücü 

buharlaĢtırılır. Çözücü buharı geri soğutucuya geldiğinde yoğunlaĢarak filtre kağıdına 

sarılı numunenin üzerine damlalar halinde düĢer. Numunenin bulunduğu ekstraksiyon 

tüpünün çözücüyle dolmasıyla, geri devir kolunun seviyesine ulaĢılır ve burada sifon 

oluĢarak çözücü cam balona boĢalır. 

 

Ekstraksiyonda gerçekleĢen bu olaylar ekstraksiyon tüpünün içerisindeki çözücü renksiz 

oluncaya kadar devam eder. Ekstraksiyonda döngü sırasında, ekstraksiyon tüpünde 

bulunan numunedeki hedef bileĢen çözücüde çözünür. Sifon ile çözücü ve hedef bileĢen 

cam balona geçer. Isıtılan cam balonda yalnızca çözücü buharlaĢtığı için hedef bileĢen 

tekrardan döngüye katılmaz Bu olay, Soxlet ekstraksiyon tekniğinin en önemli 

özeliğidir. Burada, yalnızca saf çözücü katı numuneyi ekstrakte etmek için buharlaĢır ve 

yoğunlaĢarak döngüye katılır. Böylece Soxlet ekstraktörüyle yapılan ekstraksiyon 

verimi daha yüksek olmaktadır. Bu ekstraksiyon metodunda kolaylıkla buharlaĢabilen 

çözücüler kullanıldığından dolayı hedef bileĢen ile çözücü birbirinden kolaylıkla 

ayrılmaktadırlar. 

 

2.8.1.2. Basınçlı Çözücü Ekstraksiyonu ve Uygulamaları  

 

Basınçlı çözücü ekstraksiyonu (BÇE), genelde katı numunelerdeki hedef bileĢenleri 

ekstrakte etmek için kullanılan bir tekniktir. Bu teknikte numunedeki hedeflenen 

bileĢenleri iyi bir Ģekilde çözebilmek için çözücüye yüksek sıcaklık ve yüksek basınç 

uygulanarak çözücünün çözme özelliği değiĢtirilmektedir. Sıcaklığın etkisiyle 

viskozitenin düĢürülmesi sonucu çözücünün ıslatabilme yeteneği artırılmaktadır. 

Normal Ģartlarda su ile ekstrakte edilemeyen hedef bileĢenler, BÇE tekniği kullanılarak 

sıcaklığın ve basıncın etkisiyle suyun çözme özelliğinin değiĢtirilmesiyle kolaylıkla 

ekstrakte edilebilmektedir. Çözücü olarak çoğunlukla suyun kullanılması, toksik 

olmaması, çevreye zarar vermemesi ve suyun ucuz bir çözücü olması tekniğin 

avantajlarından bazılarıdır [74].  
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Geleneksel ekstraksiyon tekniklerine alternatif olarak geliĢtirilen BÇE tekniği, 

ekstraksiyon süresi, çözücü tüketimi, ekstraksiyon verimi ve uygulanan yöntemin 

tekrarlanabilirliği bakımından da diğer ekstraksiyon tekniklerine göre üstünlükler 

sunmaktadır [75]. 

 

Bu teknik, çözücülerin kritik noktalarına ulaĢmadan, yüksek basınç ve yüksek sıcaklıkta 

ekstraksiyon iĢleminin gerçekleĢtirilmesi nedeniyle literatürde: 

 

• Basınçlı çözücü ekstraksiyonu , 

• HızlandırılmıĢ çözücü ekstraksiyonu, 

• Basınçlı akıĢkan ekstraksiyonu, 

 • Basınçlı sıcak çözücü ekstraksiyonu 

• Yüksek basınçlı çözücü ekstraksiyonu 

• Yüksek basınç yüksek sıcaklıkta çözücü ekstraksiyonu 

• Subkritik çözücü ekstraksiyonu 

 

gibi farklı isimlerle anılmaktadır.  

 

Bu teknikte çözücü olarak su kullanıldığı zaman ise; 

 

• Subkritik su ekstraksiyonu, 

• Sıcak su ekstraksiyonu, 

• Basınçlı sıcak su ekstraksiyonu, 

• Yüksek sıcaklıkta su ekstraksiyonu, 

• Süper ısıtılmıĢ su ekstraksiyonu 

 

gibi isimler almaktadır. 

 

BÇE, yüksek basıncın etkisiyle çözücünün kendi kaynama noktası üzerinde dahi sıvı 

halde bulunmasına ve böylece yüksek sıcaklıkta ekstraksiyonun gerçekleĢmesine olanak 

tanıyan bir teknik olarak tanınmaktadır. Bu teknik ile 3-20 dakikada 3-20 MPa basınç 
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ve 40-200 
o
C sıcaklıkta, bu koĢullara dayanıklı kapalı bir ortamda numunenin 

ekstraksiyonu kolaylıkla yapılmaktadır. BÇE tekniği suyun çözme özelliğini arttırarak 

fitokimyasalların ekstraksiyonunun daha etkili bir Ģekilde gerçekleĢmesini 

sağlamaktadır [76]. 

 

 

Şekil 2.20. BÇE cihaz sisteminin Ģeması 

 

 

2.8.2. Katı-Faz Ekstraksiyonları 

 

Katı-faz ektraksiyonu, bir çok geleneksel ekstraksiyon metoduna göre daha hızlı 

gerçekleĢen ve daha duyarlı bir ekstraksiyon tekniğidir. Katı-faz ektraksiyonu tekniği ile 

numune hazırlama oldukça basittir. Bu teknikte katı faz için, C8, C18, C18-ters-faz, iyon 

değiĢtirici, poliamid gibi ekstraksiyon kartuĢları kullanılmaktadır. Bu ekstraksiyonda, 

hareketli faz olarak da metanol, asetonitril, etilasetat tetrahidrofuran, metanol-

dimetilsülfoksit karıĢımı gibi çözücüler kullanılmaktadır. 

 

Katı-faz ekstraksiyonunda bir analitteki fenollerin dedektör duyarlığında ve 

seviyelerindeki değiĢim farklı teknikleri gerektirebilir. Örneğin kan portakalı suyundaki 
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flavonon glikozitler basit ekstraksiyonla geri kazanılırken, trans-sinamik asit ters-faz 

katı ekstraksiyonuyla örnek hazırlama ve numune konsantrasyonu tek bir adımda olacak 

Ģekilde geri kazanılabilmektedir [70, 77, 78]. 

 

2.8.3. Süperkritik Akışkan Ekstraksiyonu 

 

Kendi kritik sıcaklık ve basıncının üstünde sıcaklık ve basınçta olan, gaza benzer özellik 

gösteren, bulunduğu kabın hacmini alan ve sıkıĢma özeliği gösteren akıĢkanlara 

„süperkritik akıĢkan” denilmektedir. Süperkritik akıĢkanlar sıvı olarak kabul edilmezler, 

fakat sıvılara benzer bir öz kütle (0,1-1 g/ml) ve çözücü özelliğindedirler [79]. 

 

Bir gazın basıncını artırmak suretiyle sıvılaĢtırılabileceği en son sıcaklık derecesine o 

gazın “Kritik Sıcaklığı”, bu noktadaki basınca da “Kritik Basıncı” adı verilir. Kritik 

sıcaklık ve kritik basınç değerlerinin üzerinde bulunan bir gaza ise “süper kritik 

akıĢkan” denmektedir. Kritik değerlerinin üzerinde bulunan gazlar, basıncı artırmak 

suretiyle sıvılaĢtırılamazlar. 

 

Süperkritik akıĢkan ektrakiyonu kullanımının geleneksel ektraksiyonlara göre bazı 

üstünlükleri bulunmaktadır. Süperkritik akıĢkan ekstraksiyonu (SAE) daha kısa bir 

sürede yapılmakta, akıĢkanın viskozitesi düĢük olduğundan dolayı daha iyi bir kütle 

transferi özelliği sağlanmaktadır. Süperkritik akıĢkanlar oda sıcaklığında genellikle gaz 

halde oldukları için, sıvı ekstraksiyonlarından sonra çoğunlukla uygulanması gereken 

konsantrasyon iĢlemi ortadan kalkmakta veya daha basit bir iĢlemle yapılmaktadır. 

Süperkritik akıĢkan ekstraksiyonu, esansiyel yağlar, tıbbi bileĢikler, yağlar, karotenler, 

alkaloidler, diğer koku ve tat verici bileĢikler gibi polar nitelikte olmayan çeĢitli bileĢik 

gruplarına uygulanmaktadır [80]. 
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Şekil 2.21. Toplanan ekstraktın doğrudan analiz sistemine verilmediği (off-line) tipte   

                   bir SAE sistemi için akıĢ düzeni [66]. 

 

Geleneksel ekstraksiyon metotları, uzun ekstraksiyon süresine sahip olmaları ve son 

derece reaktif fenolik türlerin bozunmalarını engelleyici bir önlem içermediklerinden 

katı ve yarı-katı numunelere uygulamaları sınırlı olmaktadır. Süperkritik akıĢkan 

ekstraksiyonu, fenolik bileĢiklerin ekstraksiyonu ve geri kazanımı için bir çok avantaj 

sunmaktadır [81]. 

 

2.8.4. Ultrasonik Ekstraksiyon Tekniği 

 

Geleneksel ekstraksiyon tekniklerinin bazı yetersizlikleri üzerine alternatif ekstraksiyon 

teknikleri geliĢtirilmiĢtir. Bu teknikler arasında mikro dalga ekstraksiyonu [82], 

enzimatik ekstraksiyon [83] ve ultrason yardımlı ekstraksiyon sayılabilir [84]. Ultrason 

yardımlı ekstraksiyon tekniğinin kullanımı son yıllarda giderek artmaktadır. Ultrasonun 

çalıĢma prensibi, meydana gelen dalgaların esnek özellikte olması ve bulunduğu 

ortamda rahat yayılması sonucu oluĢur. Fiziksel olan titreĢimler, fiziksel basınç 

dalgalarını oluĢturarak, enerjiyi ortama veya ortamda ise dalga yardımıyla ortamda 

bulunan maddelere iletmektedir. Hareket halindeki madde enerjisini diğer maddelere 

iletir ve bu yolla diğer maddeler de bu enerjiyi etrafındaki maddelere ileterek ilk 

konumuna geri döner. Maddelerin yakınlaĢtığı bölgelerde basınç artıĢı meydana 

gelmekte, maddeler uzaklaĢtığında basınç ilk haline dönmektedir. 

 

Belirli bir zamandaki basınç miktarı (Pa), zaman aralığı (t) ve frekansa (f) bağlıdır 

Denklem 20): 
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             Pa = PA sin 2πft                                                          (20) 

 
 

Bu denklemdeki, PA basınç genliğini belirtmektedir [85]. 

 

Ultrasonun etkinliğini değiĢtiren parametrelerden biri ise ses Ģiddetidir. ġiddet (W.cm
-2

),  

dalga tarafından birim yüzeye birim zamanda taĢınan enerji miktarıdır. Ses Ģiddeti 

meydana gelen dalganın enerjisinin göstergesi olarak kullanılır. Dalganın genliği 

değiĢtirilerek farklı Ģiddetlerde dalga meydana getirilir. 

 

Ultrasonik ses üreten cihazlar yardımıyla ses dalgası meydana getirilmektedir. Bu 

cihazlar belirli frekans aralığında (20-50 kHz) çalıĢır ve alternatif akımı kullanarak 

mekanik haldeki titreĢimlere dönüĢtürür. Belirli frekansta elde edilen titreĢim 

hareketlerinin çevreye iletilmesi sağlanır. Uygulama sıvı ortamda yapılıyor ise akustik 

bölge ortamında bulunan maddelerin titremesine neden olur. Sıvı ortamın basıncı 

(hidrostatik basınç, Ph) sıvıya uygulanan ultrasonik basınçla beraber artmaktadır 

(Denklem 21): 

 

                                                  P = Ph + Pa                                                                  (21) 

 

Burada Pa, uygulanan akustik basıncı, Ph ise hidrostatik basıncı ifade eder. 

 

Ortama uygulanan basınç artırıldığında moleküller birbirine yaklaĢarak sıkıĢma 

meydana gelmektedir. Basınç azalır ise moleküller birbirinden uzaklaĢır. Uygulanan 

basınç kritik değerin (Pc) altına düĢtüğünde, moleküllerin arasındaki uzaklık 

mollekülleri bir arada tutmak için gerekli olan değeri aĢar ve sıvı kırılarak boĢluklar 

meydana gelir ve bu boĢluklar “kavitasyon kabarcıkları” olarak adlandırılır. ġekil 

2.23‟de kavitasyon kabarcıklarının oluĢumu gösterilmiĢtir [85, 86]. 
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Şekil 2.22 Kavitasyon kabarcıklarının oluĢumu [85, 86]. 

 

Sıvı ortamda oluĢan bu boĢluklar (kavitasyonlar) veya kabarcıklar ilk kez meydana 

geldikten sonra, basınç kritik değerden daha düĢük seviyelere kadar iner. Basınç da 

osilasyon sonucu sıkıĢma anında en yüksek değere sahip olduğunda meydana gelen 

kavitasyon kabarcıklarının hepsinin veya bir bölümünün çökmesi sonucu çok yüksek bir 

enerji meydana getirerek Ģok dalgaları ve mikro-jetler oluĢturulur [87, 88]. OluĢturulan 

Ģok dalgaları ve mikro jetlerin yardımıyla hücre çeperleri yıkılarak, dokuda bulunan 

ekstrakte edilebilir maddelerin elde edilmesi daha kolay olmaktadır. Ekstraksiyon 

anında çözücü ortamına bu ekstrakte edilebilir maddelerin kütle transferi yoluyla etkin 

bir Ģekilde geçiĢi gerçekleĢir [89]. 

 

Sıvı içerisindeki ultrasonik dalgalar artırılarak sıvı içerisinde hareket oluĢturulur. Bu 

durum bir karıĢtırma görevi yapar ve böylece kütle transferine karĢı direnç azaltılır [90]. 

Sıvıda meydana gelen karıĢma, ultrasonik dalgaların meydana getirdiği ses rüzgarının 

etkisiyle oluĢmaktadır. GerçekleĢen bu olayda, katı ile sıvı ara yüzeyinde ultrason 

etkisiyle mikro boyutta karıĢma gerçekleĢmektedir [91]. 

 

Ultrasonik ekstraksiyon anında oluĢan ekstraksiyon etkinliğinin, moleküler boyutta 

hareketin ve çözücünün çözme özeliğinin artmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir 
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[92]. Ultrasonik ekstraksiyonun, geleneksel ekstraksiyon yöntemlerine göre, 

ekstraksiyon süresinin kısa olması, hedeflenen biyoaktif bileĢik kaybının daha az olması  

gibi avantajları bulunmaktadır [89, 93]. 

 

Ultrasonik ekstraksiyon yönteminin kullanımı diğer ekstraksiyon yöntemlerine göre 

giderek artmaktadır. Ultrasonik ekstraksiyon tekniğinde yüksek enerjinin etkisi ve 

ekstraksiyonda kullanılan çözücü ihtiyacının az miktarda olması, tekniği diğer 

ekstraksiyon tekniklerine göre iyi bir alternatif haline getirmektedir. Bunun yanında 

ultrasonun özellikle düĢük molekül ağırlıklı bileĢiklere daha iyi etki ettiği bilinmektedir 

[94]. 

 

Ultrasonik ekstraksiyon, numunelerden hedeflenen biyoaktif maddelerin ekstrakte 

edilmesinde baĢarıyla kullanılır. Ultrasonun etkisiyle ekstraksiyon verimi, hücre 

çeperlerinin yıkılması, parçacık boyutunun azaltılması ve oluĢan kavitasyon 

kabarcıklarının etkisiyle gerçekleĢtirilen kütle transferine bağlı olmaktadır [95]. 

 

Bu teknik, geleneksel ekstraksiyon tekniklerine göre daha ucuz, kolaylıkla 

hazırlanabilen ve çevreye zararı olmayan ekstraksiyon tekniklerinden birisidir. 

Ultrasonik ekstraksiyonunun numunelere etki etme prensibi, ekstraksiyon anında 

uygulanan dalganın etkililiği ve ekstraksiyon çözücüsünde oluĢturulan akustik 

kavitasyonların etkisi temeline dayalıdır. Bir diğer taraftan, ekstraksiyon çözücüsüne 

uygulanan ultrasonun etkisiyle çözücüde mekanik bir etki ortaya çıkar ve bu etki 

numuneye çözücünün daha etkili bir Ģekilde girmesini sağlar. OluĢan bu etki, 

hedeflenen bileĢenlerin katı numuneden çözücüye geçiĢlerine neden olur [96]. En 

önemli hususlardan bir tanesi ise katı ile sıvı yüzeyi arasındaki teması arttırmasıdır. 

Ayrıca ultrasonik ekstraksiyon esnasında çözücüye eksraksiyona yardımcı olacak 

kimyasal ilavesi gerekmemekte ve numunede hedeflenen maddelerin kimyasal 

özelliklerini bozacak bir etki oluĢmamaktadır [97]. 

 

Ultrasonik ekstraksiyon uygulanırken ultrasonik dalgaların dağılımı önemlidir bunun 

için ekstraksiyon sisteminin uygun bir Ģekilde kurulması gerekmektedir. Ulrasonik 

dalga kaynağının yakınlarında ses dalgasının gücü en fazladır. Ayrıca katı parçacıkların 



 47 

miktarının çok olması durumunda ultrason etkisi azalmaktadır. Uygulanan ultrason 

dalgasının numune içerisinde sabit kalmaması için ve ekstraksiyon etkinliğini arttırmak 

için sistem karıĢtırılmalıdır. Ultrasonik dalga kaynağı olarak ultrasonik banyo ve özel 

üretilmiĢ problar kullanılmaktadır [98]. 

 

2.9. Ultrasonik Ekstraksiyonun Fenolik Bileşiklere Uygulanması [Literatür  

       Taraması] 

 

Ultrasonik ekstraksiyon daha kısa sürede gerçekleĢtirilmekte ve fenolik bileĢenlerin 

ektraksiyonunu artırmaktadır [99]. 

 

Hindistan cevizi kabuğu iyi bir fenolik madde kaynağıdır. Ekstraksiyon süresi bu 

fenolik bileĢikleri elde etmede son derece önemlidir. DüĢük sıcaklıklarda (100 
o
C), uzun 

ekstraksiyon peryodunda (> 50 dakika) elde edilen hindistan cevizi kabuğu tozu 

ekstraktının fenolik içeriğinin maksimum olduğu belirlenmiĢtir. Sıcaklığın düĢmesi 

ekstraktın fenolik içeriği üzerine çok az etki ettiği gözlenmiĢtir. Ayrıca yüksek 

sıcaklıkta genellikle fenolik ekstraktlarda kanserojenik bir madde olan furfural oluĢumu 

gözlenmektedir. DüĢük maliyetle, ekstraktlarda en yüksek fenolik içeriği elde 

edebilmek için uygulanması gereken optimum koĢullar olarak, 60 dakikalık ultrason 

ekstraksiyon süresi ve 100 
o
C sıcaklık belirlenmiĢtir. Ultrason uygulanan 

ekstraksiyonun, diffüzyon kontrollü bir proses olduğu ortaya konulmuĢtur [100]. 

 

Yapılan bir çalıĢmada buğday kepeğindeki fenolik bileĢenlerin ekstraksiyonu iĢleminin 

optimizasyonu sonucunda en uygun iĢlemin,  % 64‟lük etanolle 60 
o
C‟ de 25 dakika 

süreyle uygulanan ultrasonik ekstraksiyon olduğu belirlenmiĢtir [101]. 

 

Paniwnyk ve arkadaĢları, yaptıkları bir çalıĢmada Rosmarinus officinalis bitkisindeki 

antioksidanların ekstraksiyonuna ultrasonun etkisini inceleyerek, ultrasonik 

ekstraksiyon yönteminin bu amaçla kullanımının uygunluğunu tartıĢmıĢlardır. 

AraĢtırılan antioksidanlara ait HPLC sonuçları geleneksel çözücü ekstaksiyonlarıyla 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Ekstraksiyon çözücüsüne bağlı olarak düĢük sıcaklıklarda ultrason 

kullanımının daha etkili bir ekstraksiyon Ģekli olduğu gözlemlenmiĢtir. Bu yöntemin 

geliĢiminin daha da muhtemel olacağı sonucuna varılmıĢtır [102]. 
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BaĢka bir çalıĢmada ise, kurutulmadan dondurulan soya içeceklerindeki izoflavonların 

hızlı tespiti için yeni bir metot geliĢtirilmiĢtir. Metot geliĢimi esnasında birkaç 

parametre incelenmiĢtir: Çözücü olarak metanol ve etanol seçilmiĢ, numune çözücü 

oranı 5:1‟e 0,2:1, sıcaklık 10-60 
o
C ve ekstraksiyon süresi 5-30 dakika alınmıĢtır. Soya 

içeceklerindeki izoflavonların ekstraksiyonları için en önemli parametrenin numune/ 

çözücü oranı olduğu ortaya konulmuĢtur. En uygun metodun, çözücü olarak etanol, 20 

dakika ekstraksiyon süresi ve 45 
o
C de ultrasonik banyo üzerinde 0,2:1 numune/çözücü 

oranı kullanılarak uygulanan metod olduğu ortaya konulmuĢtur. Ayrıca numuneler 

dondurulup kurutulmuĢ ve geleneksel metodla ekstrakte edilerek optimize edilen metod 

ile kıyaslanmıĢ, toplam ve tek tek izoflavonların konsantrasyonunda belirgin bir fark 

bulunmamıĢtır. Ġzoflavonların konsanrasyonu 6,7-58,2 mg/L aralığında bulunmuĢtur 

[103]. 

 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada, besin esaslı bir çözücü olan etanol kullanımıyla portakal 

kabuğundaki (Citrus sinensis L.) polifenol flavanonlarının ekstraksiyonları 

incelenmiĢtir. Ġstatistiksel analizler göstermiĢtir ki, en uygun koĢullar 40 
o
C sıcaklık, 

150 watt ses gücü ve 4:1 (v/v) etanol/su oranıdır. Geleneksel metotla 

karĢılaĢtırıldığında, optimize edilmiĢ yöntemle daha yüksek toplam fenolik içerik (275 

mg gallikasit eĢdeğeri/100 gr yaĢ ağırlık), daha yüksek flavanon konsantrasyonları (70,3 

mg naringin ve 205,2 mg hesperidin/ 100 g yaĢ ağırlık) ve ekstraksiyon verimi (% 10,9) 

elde edildiği görülmüĢtür. Bundan da ötesi, DPPH ve ORAC testlerinden elde edilen 

antioksidan aktivite sonuçları, antioksidanca zengin bitki ekstraklarının hazırlanması 

için ultrason eksraksiyonunun uygun bir yöntem olduğunu ortaya koymuĢtur [104]. 

 

Turunçgillerin yan ürünlerinden olan flavonoidlerin baĢarısız geri kazanım 

sebeplerinden biri de etkili ekstraksiyon yöntemlerinin eksikliğidir Bu çalıĢmada,  

numuneler güney Amerikada yetiĢen turunçgillerin (misket limonu, portakal, 

mandalina) kabuklarından seçilmiĢ, teknik olarak sulu ultrason esaslı ekstraksiyon 

kullanılmıĢ ve oldukça yüksek verimler elde edilmiĢtir (40,25 ±12,09 mg flavonoid / 1 

gram kabuk). Farklı kaynaklardan elde edilen flavonoid numuneleri bileĢimleri HPLC-

MS kullanılarak tespit edilmiĢtir. En karmaĢık kaynak olarak portakal kabuğu, 
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hesperidin, neohesperidin, diosmin, nobiletin ve tangeritin içeriği ile tespit edilmiĢtir. 

Mandalina kabuğunun en basit kaynak olduğu ve sadece hesperidin ve neohesperidin 

içerdiği belirlenmiĢtir [105]. 

 

Dondurularak kurutulmuĢ soya fasulyesinden dört izoflavon türevi (daidzin, glisitin, 

genistin, malonil genistin) ekstraksiyonunun etkililiği, çeĢitli çözücüler ve ekstraksiyon 

sıcaklıkları kullanılarak araĢtırılmıĢ ve geleneksel karıĢtırmalı ekstraksiyon ile ultrason 

yardımlı ekstraksiyon karĢılaĢtırılmıĢtır. Soya izoflavonları ekstraksiyonlarının etkililiği 

ultrason ile geliĢtirilmiĢtir. Fakat bu etki kullanılan çözücüye bağlıdır. Numune 

miktarı/çözücü hacmi oranı ve ekstraksiyon zamanının uzunluğunun optimizasyonu da 

araĢtırılmıĢtır. Ġzoflavonlar soya fasulyelerinden, ultrason esaslı ekstraksiyon ile 60 
o
C 

de ve % 50 etanollü çözücü kullanılarak 20 dakikada kantitatif olarak ekstrakte 

edilebilmiĢtir [106]. 

 

Yapılan bir çalıĢmada Rosmarinus officinalis bitkisinden ultrason yardımlı antioksidan 

madde ekstraksiyonunda artan sıcaklık ve ekstraksiyon süresinin, kullanılan tüm 

teknikler ve tüm çözücüler için ekstraksiyon oranını artırdığı gösterilmiĢtir. Ses 

dalgaları ile ekstraksiyon, termal metodlarla karĢılaĢtırıldığında, 15 dakikalık bir süre 

içerisinde ekstrakte edilen tüm materyaller açısından daha etkili bir tekniktir. Ayrıca 

ultrason ile ekstraksiyon, zayıf bir geleneksel ektraksiyon çözücüsü olan etanol 

kullanıldığında ortaya koyduğu büyük oranda yükselmiĢ verim değerleriyle çözücüye 

bağımlılığı azaltmıĢ gibi görünmektedir. Bu teknik daha ekonomik olup, çevreye zararı 

olmayan, sağlıklı, güvenli koĢullarda yapılan bir ekstraksiyon yöntemi olarak ön plana 

çıkmaktadır. Suyun etanole katılmasının ekstraksiyon etkililiğini azalttığı belirlenmiĢtir. 

Ses dalgaları ile ekstraksiyon, ultrasonik banyo kullanılarak elde edilen karĢılaĢtırılabilir 

düzeylerdeki karnosikasit seviyeleri ile birlikte antioksidan etki gösteren maddelerin 

ekstraksiyonu için büyük potansiyele sahip bir metod olarak ön plana çıkmıĢtır. Böylece 

büyük ölçekli ekstraksiyon prosesleri için bir potansiyel ortaya koymuĢtur [107]. 
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2.10. Çalışma Materyaleri Hakkında Botanik Bilgi 

 

Butomus umbellatus L. 

Familya: Butomaceae  

Yaygın Ġsimleri: ġemsiye çiçekli hasırsazı, Çiçekli hasırsazı, Su menekĢesi, bataklık 

gülü, sığır sazı. 

Botanik yapısı: Sularda ve bataklıklarda yaĢayan çok yıllık rizomlu otsulardır. Gövdeler 

dik duruĢlu, yaprakları kılınç Ģeklinde, kesitte üç köĢeli, çiçekler 1m‟ye kadar uzamıĢ 

sapın ucunda Ģemsiye durumunda, er diĢi, ikiden fazla simetri ekseni bulunan ve 

birbirine benzer bölümlere ayrılabilen çanak yaprağa benzer çiçekleri pembe 

rengindedir. Kuzey yarım kürede yayılım gösterir ve 1 cins ve 1 tür içerir. Süs bitkisi 

olarakta kullanılır. B. umbellatus ülkemizde doğal olarak sığ sularda ve bataklıklarda 

yayılıĢ gösterir [108]. 

 

 Yapraklar 50-110 cm. veya daha fazla uzunlukta, 3-10cm geniĢlikte ve üç köĢelidir. 

Sepaller (çanak yapraklı), pembe renkli, koyu damarlı, dıĢ yüzü yeĢilimsi mat 

kırmızımsı mavi damarlıdır [109]. 

 

B. umbellatus bitkisinin anavatanı ve yayılıĢ alanları Doğu ve Batı Sibirya, Avrupa, 

Asyadır. Bu bitki sulak alanlarda yetiĢtiği için ve hoĢ görüntüsünden dolayı sulak 

alanlarda ve süs havuzlarında peyzaj amaçlı olarak kullanılmaktadır. Bitkinin 

çiçeklenme zamanı eylül- mayıs ayları ve çiceklilik süresi birkaç aydır. IĢığı seven ve 

killi, kumlu, balçıklı topraklarda yetiĢen su ihtiyacı fazla olan bir bitkidir. Bu nedenle 

göller,gölcükler, arklar, sazlıklar, sığ sularda 0-2300 metreler arası yayılım gösterir. 

YetiĢtiği Ģehirler Adana, Adıyaman, Antalya, Bolu, Bursa, Denizli, Diyarbakır, 

Erzurum, EskiĢehir, Giresun, Hakkari, Iğdır, Ġstanbul, Kars, Kayseri, Kocaeli, Konya, 

Samsun, Sivas, Tekirdağ, ġanlı Urfa ve Van‟dır [110]. 
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Resim 2.2. Butomus umbellatus L bitkisi (Richard A. Howard Image Collection, 

courtesy of Smithsonian Institution izniyle) [111]. 
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Resim 2.3. Butomus umbellatus L. Bitkisinine ait bir baĢka fotoğraf (Yrd.Doç.Dr.Fatma    

                  GüneĢ arĢivi) [112]. 

 

Sparganium emersum Rehmann 

Familyası : Sparganiaceae  

Yaygın isimler: Yılan sığırsazı, tek gövdeli kozakamıĢı olarak bilinir. 

Botanik yapısı: Bataklıklarda yetiĢen rizomlu çok yıllıklı otsulardır. Yapraklar iki sırada 

linear dizilimlidir. Kozmopolit olan familya, 1 cins ve yaklaĢık 20 tür içerir [113]. 

Ülkemizde 3 türü bulunur [108]. 

 

Gövde dik duruĢlu, bazen yüzücü, 20-60 cm.dir. Yapraklar yüzücü 2-6 mm geniĢlikte, 

yassı ve açık yeĢil, çoğunlukla yarı Ģeffaf olup çiçekler basittir [109]. 

Özellikleri: Göl kenarları, sığ su birikintilerinde geliĢir. Çiçeklenme zamanı 5-8. aylardır. 

Ülkemizde Kars Putka Gölünde ve Kars çayında doğal olarak yetiĢir [113]. 
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Resim 2.4. Sparganium emersum Rehmann bitkisi (Yrd.Doç.Dr.Fatma GüneĢ arĢivi)  

                  [112]. 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

 

3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

 

3.1.1. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Kimyasallar  

 

Sigma (Almanya): Benzoik asit, gallik asit, gentisik asit, kafeik asit, klorojenik asit, p-

hidroksi benzoik asit, p-kumarik asit, protokatekuik asit, p-vanillin, sinapik asit, siringik 

asit, siringaldehit, vanillik asit, Troloks, BHT (ButillenmiĢ hidroksitoluen), metanol 

(HPLC derecede). 

 

Fuluka (Almanya): Ferulik asit, protokatekaldehit, Folin-Ciocalteu reaktifi (2N), DPPH 

(1,1‟-difenil-2-pikrilhidrazil) reaktifi, Neokuproine, Bakır(II) klorür dihidrat, asetonitril 

(HPLC derecede), asetik asit (HPLC derecede). 

 

Riadel-de haën (Amanya): Amonyum asetat, etilasetat (HPLC derecede). 

Merck (Almanya): Sodyum karbonat 

 

3.1.2. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Cihazlar 

 

ÇalıĢmada, SARTORIUS CP 224s analitik terazi, BĠOHIT PROLINE  otomatik mikro 

pipetler (20-200 μL ve100- 1000 μL), YELLOW  LINE model vorteks cihazı, Azot gazı 

ve tüpü, HANNA model pH metre, IKA A11 BASIC model degirmen, RETSCH AS 

200 model elek, HEIDOLPH LABORAT 4000 evaporatör, BANDELIN SONOREX 

model  50/60 Hz 180/640 watt (Germany) ultrasonik banyo, P6 INSTRUMENT T80 

UV/VIS  spektrometre, 1cm‟lik 1,5 ml‟lik kuvars küvetler kullanıldı. 

 

3.2. Numune Hazırlama 

 

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait numuneler Haziran 2009 döneminde Kars  

ilinde, Kars çayından Kafkas Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Biyoloji bölümünden 

Doç.Dr. Hanife ÖZBAY tarafından teĢhis edilerek toplandı. Numuneler güneĢ ıĢığından 

korunarak en kısa sürede laboratuar ortamına alındılar. Numuneler çamurdan 

arındırılmak için su ile yıkandı ve doğrudan güneĢ almayacak Ģekilde serin ve kuru 
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havada nemi kalmayacak Ģekilde kurutuldular. Kuruyan numuneler bıçak yardımı ile ilk 

önce 1-2 cm oluncaya kadar küçültüldü. Daha sonra numuneler IKA A11 BASIC model 

bir değirmende öğütülerek küçük parçacıklar haline getirildi. Numune parçacıkları 

RETSCH AS 200 model bir elek sallayıcıda elenerek μm türünden, parçacık 

büyüklüğüne göre ayrıldılar. 

 

Numuneler renkli ĢiĢelere alındı ĢiĢelerin boĢ kısımlarındaki hava azot gazı ile 

değiĢtirilerek hava almayacak Ģekilde kapakları kapatıldı ve numuneler deneylerde 

kullanılmak üzere +4 
o
C de karanlık bir ortamda muhafaza edildi. 

 

3.3. Ekstraksiyon Deneyleri (Ultrasonik Banyo Ekstraksiyonu) 

 

Daha önceden öğütülüp hazırlanmıĢ olan üç farklı parçacık boyutundaki numunelerden 

parçacık boyutu 125μm-250 μm olan numuneler kullanıldı. Ekstraksiyon, Wang ve 

arkadaĢlarının bir çalıĢmasında [101] kullanılan ultrasonik ekstraksiyon tekniğinin 

modifiye edilmiĢ hali ile gerçekleĢtirildi. Ekstraksiyonda, 250 mL‟lik bir erlene 0,1 mg 

hassasiyetle tartılmıĢ yaklaĢık 10 gram numune ile 100 mL % 50 metanol-saf su (v/v) 

çözücüsü konuldu. Sıcaklık 25-50 
o
C aralığında olacak Ģekilde ve erlenin ağzı sıkı bir 

Ģekilde kapatılarak BANDELIN SONOREX (50/60 Hz, 180/640 watt Germany) model 

bir ultrasonik banyoda 20 dakika süreyle ekstraksiyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. Bu sürenin 

sonunda ekstrakte olan numune mavi banddan süzülerek süzüntü bir boĢ erlene alındı. 

Mavi bandda kalan numune ikinci kez 100 mL % 50 metanol-saf su (v/v) çözücüsü ile 

birlikte boĢ bir erlene alınarak ultrasonik banyoda 10 dakika süreyle tekrar ekstrakte 

edildi ve bu süre sonunda ekstrakt yine mavi banddan süzülerek, süzüntü boĢ bir erlene 

alındı. Daha sonra mavi bandda kalan numune üçüncü kez 100 mL % 50 metanol-saf su 

(v/v)  çözücüsü ile birlikte erlene alınarak ultrasonik banyoda 5 dakika süreyle ekstrakte 

edildi. Son yapılan ekstraksiyondan elde edilen ekstrakt da mavi banddan süzüldü. 

Süzüntülerin hepsi birleĢtirilerek, partikül kalmaması için son bir defa daha mavi 

banddan süzüldü ve döner buharlaĢtırıcıda kurutuldu.  

 

Elde edilen kuru ekstraktların miktarı 0,1 mg hassasiyetle tartılarak belirlendi ve tekrar  

% 50 metanol-saf su (v/v) çözücüsü ile konsantrasyonu bilinen bir stok çözelti elde 
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edildi. Elde edilen stok çözelti ıĢık almayacak Ģekilde bir cam kap içine alındı. 

Çözeltinin boĢ kalan kısımlarınaki atmosfer azot gazıyla değiĢtirilerek kapağı sıkıca 

kapatılarak ileri analizler için + 4 
o
C‟de soğutucuda saklandı. Bu Ģekilde % 50 metanol-

saf su (v/v), % 70‟lik metanol-saf su (v/v) ve metanol çözücüleriyle üç farklı stok 

çözelti elde edildi. 

 

3.4. Toplam Fenolik Madde ve Antioksidan Aktivite Tayini Deneyleri 

 

3.4.1. Folin-Ciocalteu Yöntemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini 

 

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu metoduna göre yapıldı. Ekstraktların 

toplam fenolik içerikleri için, Folin-Ciocalteu reaktifi kullanılarak, Slinkard ve 

Singleton‟un metodu [114] küçük değiĢiklikler yapılarak uygulandı. Standart olarak 

kullanılan gallik asit metanolde çözülerek, konsantrasyonları 15,63; 31,25; 62,5; 125, 

250, 500 ve 1000 μg/mL olan 7 standart gallik asit çözeltisi elde edildi. Hazırlanan 

gallik asit standart çözeltilerinin her birinden alınan 50 μL‟lik kısma 2,5 mL saf su ilave 

edildi. Üzerine 2 N‟lik hazır satın alınan Folin-Ciocalteu çözeltisinden 1:10 oranında 

seyreltilmek suretiyle hazırlanan 0,2 N‟lik çözeltiden 250 μL ilave edildi ve 

karıĢtırılarak oda sıcaklığında 3 dakika bekletildi. 7,5 g Na2CO3‟ın 92,5 g suda 

çözülmesi ile hazırlanan % 10‟luk Na2CO3 çözeltisinden 750 μL ilave edildi. 

Vortekslenerek Ģiddetli bir Ģekilde karıĢtırılan karıĢım, oda sıcaklığında 2 saat bekletildi 

ve P6 Instrument T80 UV/VIS spektrometre cihazı kullanılarak 765 nm‟de absorbans 

değerleri okundu. 

 

Deneyler üç paralel olacak Ģekilde tekrar edildi ve kör olarak saf su kullanıldı. Kör 

absorbansı A1 ve üç paralelin absorbans ortalaması A2 olmak üzere (Denklem 22) 

 

                                                     ΔA = A2-A1                                                            (22) 

 

eĢitliğinden absorbans farkları hesaplandı. Gallik asit standartlarının konsantrasyonları  

absorbans farklarına karĢı grafiğe geçilerek, kalibrasyon grafiği elde edildi. 
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Aynı iĢlemler, ekstraktların kendi çözücüleriyle seyreltilmeleri suretiyle hazırlanan 

1000 µg/ml konsantrasyona sahip çözeltilere de uygulanarak absorbans değerleri 

belirlendi. Kalibrasyon grafiği kullanılarak ekstraktların toplam fenolik madde içeriği 

mg gallik asit eĢdeğeri (GAE)/100 g hava kurusu numune olarak verildi. 

 

3.4.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Yöntemiyle Antioksidan Aktivite Tayini 

 

Numune ekstrakları, Cuendet ve arkadaĢlarının metodunda [115] küçük değiĢiklikler 

yapılarak DPPH serbest radikal giderme antioksidan aktivite değerleri yönünden 

incelendiler. Orijinal numune ekstraktlarından hazırlanan 15,63; 31,25; 62,5; 125, 250, 

500 ve 1000 μg/ml konsantrasyona sahip ekstraktlar kullanıldı. Bu numune 

ekstraklarından alınan 750 μL‟lik miktarlarla, metanolde hazırlanmıĢ DPPH radikalinin 

1.10
-4 

M‟lık çözeltisinden 750 μL‟lik kısımlar alınarak vortekslemek suretiyle 

karıĢtırıldı. Hazırlanan karıĢımlar karanlık bir ortamda, oda sıcaklığında ve radikal 

gidermenin tamamlanması için 50 dakika bekletildikten sonra P6 Instrument T80 

UV/VIS spektrometre cihazı kullanılarak, 517 nm dalga boyunda absorbansları ölçüldü. 

Her bir numuneden üç ayrı paralel hazırlanarak absorbansları ölçüldü ve numunenin her 

bir konsatrasyonu için bir tüp içerisinde sadece numune çözeltisini ve ekstrakt 

çözücüsünü içeren bir karĢımın absorbansı da kör olarak aynı dalga boyunda okundu. 

Kontrol tüpleri üç paralel olarak hazırlandı ve kontrol tüplerine 750 μl‟lik 1.10
-4 

M‟lık 

DPPH çözeltisi ve 750 μl DPPH çözeltisinin çözücüsü olan metanol konuldu ve 50 

dakika sonra 517 nm‟de absorbansları okundu. Deneyler, karĢılaĢtırma maddeleri olarak 

kullanılan BHT ve troloks standartlarından 15,63; 31,25; 62,5; 125, 250, 500 ve 1000 

μg/mL konsantrasyonlarında hazırlanan çözeltilere de aynı Ģekilde uygulanarak 

absorbansları ölçüldü. Elde edilen absorbansların değerlerinin ortalamasından körlerin 

ortalaması çıkarıldı. Bu değerden % Radikal giderme (% I) değerleri: 

 

% Radikal Giderme =
A1Ao -

Ao

X 100 (23)

 

 

(Denklem 23) kullanılarak hesaplandı. Burada Ao, kontrol tüplerinin (sadece DPPH 

çözeltisi içeren) absorbans ortalamalarını, A1, numune tüplerinin (ekstrakt ve DPPH 
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çözeltisi içeren) absorbans ortalamalarını ifade etmektedir. Temizleme yüzdeleri, 

kullanılan ekstrakt ve karĢılaĢtırma maddeleri konsantrasyonlarına karĢı grafiğe 

geçirildi. Bu grafiklerden kontrol tüplerinin % I değerlerini yarıya (% 50) düĢüren 

ekstrakt ve karĢılaĢtırma maddeleri konsantrasyon değerleri (IC50) hesaplandı. Sonuçlar 

μg/mL olarak verildi. 

 

3.4.3. CUPRAC (Bakır(II) İyonu İndirgeme Antioksidan Kapasite) Yöntemiyle  

          Antioksidan Aktivite Tayini 

 

Çözeltilerinin Hazırlanması: 

 

10
-2

 M Cu (II) klorür çözeltisi: CuCl2.2H2O‟den 0,4262 g tartım alınıp su ile 250 mL‟ye 

tamamlanarak hazırlandı. 

 

Amonyum asetat çözeltisi: 1 M (pH=7). NH4Ac‟dan 19,27 g tartım alınıp su ile 250 

mL‟ye tamamlanarak hazırlandı. 

 

Neocuproine çözeltisi: 7,5x10
-3

 M Neokuproin (2,9 dimethyl 1-10 phenantroline)‟den 

0,039 g tartım alınıp % 96‟lık metil alkolle 25 mL‟ye tamamlanarak hazırlandı.  

 

Bu deneyler, Apak ve arkadaĢlarının [60] yöntemine göre gerçekleĢtirilmiĢtir. Bir cam 

tüp içerisine bakır (II) çözeltisi, neokuproin çözeltisi ve amonyum asetat tamponundan 

sırasıyla 1‟er mL eklendi. Üzerine (x) mL örnek çözeltisi (veya standart madde) ve (1-x) 

mL H2O ilave edildi. Toplam hacim 4,1 mL olacak Ģekilde çözeltiler hazırlandı. 

Hazırlanan çözeltiler vorteks ile iyice karıĢtırıldı. Tüpler kapakları sıkıca kapatılarak 

karanlık ortamda ve oda koĢullarında 1 saat bekletildi. Bu süre sonunda 450 nm‟de köre 

karĢı absorbansları okundu. Troloks‟un metanoldeki çözeltileri (3,9; 7,8; 15,63; 31,25; 

62,5; 125; 250 µg/mL) kullanılarak bir kalibrasyon doğrusu çizildi. Ardından her 

bitkinin troloks eĢdeğeri cinsinden antioksidan kapasiteleri grafikteki denklemden 

hesaplandı (TEAK mg/100 g bitki ). Normal ölçümler için Ģema Ģu Ģekildedir. 
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1 mL Cu(II) + 1 mL Nc + 1 mL NH4Ac + x mL örnek + (1,1-x) H2O   Vtoplam: 4,1 

mL; reaktif ilavesinden 1 saat sonra bir reaktif köre karĢı 450 nm‟de absorbanslar 

okundu. 

 

3.4.4. HPLC (Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi) Yöntemiyle Ekstraktların  

          Fenolik Asit İçeriklerinin Belirlenmesi 

 

DAD (diyot serili dedektör) veya UV (ultraviyole) dedektörlü HPLC-RP (yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi-ters faz), bitkilerden elde edilen ekstraktların fenolik 

madde içeriğinin tayini için kullanılan bir yöntemdir. Ekstraktların fenlolik bileĢenlerini 

ayırmak için C18 kolonları ve hareketli faz olarak asetonitril (CH3CN, ACN), metanol 

(MeOH) ve modifiye edici olarak az miktarda asit içeren su kullanılır. Hareketli fazda 

fenolik asitlerin protonlaĢmasını sağlamak için asetik asit (CH3COOH), fosforik asit 

(H3PO4), formik asit (HCOOH) gibi asit modifiye ediciler kullanılarak fenolik 

bileĢenlerin piklerinin daha belirginleĢmesi ve çözünürlüklerinin artırılması sağlanır 

[116]. 

 

3.4.4.1. RP-HPLC-UV-DAD Koşulları 

 

RP-HPLC-UV-DAD analizleri, Agilent marka (Almanya) degazer, Quat pompa ve 

ultraviole dedektör (1100 serisi) ve DAD (diyot serili dedektör 1200 serisi) donanımlı  

bir HPLC‟de yapıldı. HPLC cihazı Chemstation programı (Agilent) ile kontrol edildi. 

Tüm analizler için bir Hichrom C18 kolon (250 mm × 4.6 mm i.d., 5 μm partikül) 

kullanıldı. Hareketli faz (A) metanol, (B) 50/50 (v/v) asetonitril/su içindeki % 0,5 (v/v) 

asetik asit çözeltisi, (C) % 2 (v/v) asetik asitin sudaki çözeltisi, (D) asetonitril 

çözeltilerinden oluĢmaktaydı. Elüsyonda takip eden gradiyent kullanıldı ve gradiyent 

koĢular Çizelge 3.1‟de verildi. Enjeksiyon hacmi 20 µL ve akıĢ hızı 1,2 ml/dakika 

olarak ayarlandı dedektör 280 nm dalga boyunda çalıĢtırıldı. Metot 33 dakikada 

sonlanacak Ģekilde ayarlandı. 
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Çizelge 3.1. Standartlar ve numuneler için kullanılan metotta gradiyent koĢullar 

Zaman 

(dakika) 

Çözücü (B) 

% 

Çözücü  (C) 

% 

Çözücü  

(D) % 

Akış hızı 

(ml/dakika) 

Basınç 

(atm) 

0,00 10,00 90,00 0,00 1,2 275 

5,00 19,00 81,00 0,00 1,2 275 

14,00 19,00 81,00 0,00 1,2 275 

17,00 30,00 70,00 0,00 1,2 275 

18,00 30,00 70,00 0,00 1,2 275 

20,00 40,00 60,00 0,00 1,2 275 

23,00 45,00 55,00 0,00 1,2 275 

25,00 42,00 58,00 0,00 1,2 275 

27,00 10,00 0,00 90,00 1,2 275 

30,00 10,00 0,00 90,00 1,2 275 

33,00 10,00 90,00 0,00 1,2 275 

 

Ayrıca kolonda yapılan ayırma iĢleminden sonra kolonun temizlenmesi için bir yıkama 

metodu hazırlanarak kolonda kalabilecek maddelerin uzaklaĢtırılması hedeflenmiĢtir. 

Bu yıkama metodu garadiyent olarak hazırlanmıĢ ve Çizelge 3.2‟de verilmiĢtir. 

 

  Çizelge 3.2. Yıkama metodu 

Zaman 

(dakika) 

Çözücü (A) 

% 

Çözücü (B) 

% 

Çözücü (C) 

% 

Akış hızı 

(ml/dakika) 

Basınç 

(atm) 

0,00 0.,00 10,00 90,00 1,2 275 

3,00 70,00 5,00 25,00 1,2 275 

7,00 70,00 5,00 25,00 1,2 275 

8,00 0,00 10,00 90,00 1,2 275 

10,00 0,00 10,00 90,00 1,2 275 

 

3.4.4.2. Standartlar ve Kalibrasyon 

 

Standartların tüm stok çözeltileri % 40‟lık (v/v) metanol-su karıĢımında 20 mM 

konsantrasyonda hazırlandı. 15 standardın stok çözeltilerinin her birinden 500 µL 

(standart karıĢımının toplam hacmi 7,5 ml) alınarak 2,5 mL % 40 metanol çözücüsü 

ilave edilerek son hacim 10 ml‟ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti % 40 metanol 

çözücüsüyle seyreltilerek 3 farklı konsantrasyona sahip çözelti hazırlandı. Her bir 

standardın maksimum absorbans yaptığı dalga boyunda konsantrasyonlarına karĢılık 

oluĢan pik alanları kullanılarak kalibrasyon eğrileri elde edildi. Tüm standartların 

kalibrasyonu için uygulanan dalga boyu 280 nm idi ve ayrıca her standardın maksimum 
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absorbans yaptığı dalga boyları sıralı olarak kullanıldı. Kafeik asit için 240 nm,  

protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, vanilik asit için 260 nm, gallik asit, siringik asit 

için 274 nm, protokatekaldehit, vanilin için 280 nm, siringaldehit, p-kumarik asit için 

308 nm, gentisik asit, klorogenik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit için 324 nm 

dalga boyları seçilerek kullanıldı. 
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

 

4.1. Yapılan Ekstraksiyonların Verim Yüzdeleri 

 

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerininin numunelerinin ultrasonik banyoda ve değiĢik 

oranda metanol-saf su çözücüleri kullanılmak suretiyle yapılan ekraksiyon deneylerinin 

her birinin ektraksiyon verimi hesaplandı ve aĢağıdaki Çizelge 4.1‟de verildi.  

 

Ektraksiyonların verim yüzdeleri için (Denklem 24), 

 

         % Verim = [Kuru Ekstrakt miktarı/Havada Kuru Numune Miktarı]x100          (24) 

 

kullanılarak hesaplandı. 

 

 

Çizelge 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yüzdeleri  

 

Ekstrakt* 

 

% Ekstraksiyon verimi 

BU %50M 27,81 

BU %70M 24,83 

   BUM 16,86 

SE %50M 17,85 

SE %70M 18,91 

  SEM 11,47 
BU%50M:Butomus umbellatus L.-%50 metanol-saf su(v/v);BU%70M: Butomus umbellatus L -%70 

metanol-saf su(v/v);BUM: Butomus umbellatus L- metanol; SE %50M: Sparganium emersum - %50 

metanol-saf su(v/v); SE %70M: Sparganium emersum - %70 metanol- saf su(v/v); SEM: Sparganium 

emersum – metaol 

 

 

 

Ayrıca, ekstraksiyonlardan elde edilen verim yüzdelerini birbirleri ile karĢılaĢtırabilmek 

için çizilen sütun grafik ġekil 4.1‟de verilmiĢtir. 
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BU%50M: Butomus umbellatus L.-%50 metanol-saf su(v/v); BU%70M: Butomus umbellatus L -%70 

metanol-saf su(v/v); BUM: Butomus umbellatus L- metanol; SE %50M: Sparganium emersum - %50 

metanol-saf su(v/v); SE %70M: Sparganium emersum - %70 metanol- saf su(v/v); SEM: Sparganium 

emersum – metaol 

Şekil 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yüzdeleri 

 

 

Çizelge 4.1‟de B. umbellatus bitkisinden elde edilen ultrasonik banyo ektraksiyon 

verimlerine bakıldığında, ekstraksiyon çözücüsündeki saf su yüzdesinin artması ile 

ekstraksiyon veriminin arttığı dikkat çekmektedir. En yüksek ekstraksiyon verimi % 50 

metanol-saf su çözücüsü ile elde edilmiĢtir. En düĢük ekstraksiyon verimi ise metanol 

çözücüsünden elde edilmiĢtir. 

 

S. emersum bitkisinden elde edilen ultrasonik banyo ekstraksiyon verimlerine 

bakıldığında, % 70 metanol-saf su çözücüsü ile yapılan ekstraksiyonda verimin en 

yüksek olduğu görülmektedir. Ġkinci yüksek değerin % 50 metanol-saf su çözücüsü ile 

yapılan ektraksiyonda elde edildiği görülmektedir. En düĢük ekstraksiyon verimi değeri 

ise metanol çözücüsünde gerçekleĢmiĢtir. Dikkat çeken diğer bir durum ise B. 

umbellatus ve S. emersum bitkilerinin metanol ile yapılan ultrasonik banyo 

ekstraksiyonlarındaki verim değerlerinin diğer çözücülere göre daha düĢük olmasıdır. 
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4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular 

 

Numune ekstraktlarının, Folin-Ciocalteu yöntemine göre ölçülen toplam fenolik madde 

içerikleri için hazırlanan kalibrasyon grafiği ġekil 4.2‟de ve bu grafiğe göre elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.2‟de verildi. Kalibrasyon grafiği gallik asit kullanılarak hazırlandı. 
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Şekil 4.2. Toplam fenolik madde tayini için kullanılan kalibrasyon grafiği 

 

Çizelge 4.2. Ekstraktların toplam fenolik madde içerikleri (mg GAE/100 g kuru  

                     numune) 

Ekstrakt* 
Toplam Fenolik Madde ( mg 

GAE/100 g kuru numune) 

BU %50M 404,20 ±27,75 

BU %70M 467,78 ±36,69 

BUM 92,13 ±13,90 

SE %50M 283,00 ±20,95 

SE %70M 225,40±72,75 

SEM 186,03 ±70,80 
BU%50M: Butomus umbellatus L.-%50 metanol-saf su(v/v); BU%70M: Butomus umbellatus L -%70 

metanol-saf su(v/v); BUM: Butomus umbellatus L- metanol; SE %50M: Sparganium emersum - %50 

metanol-saf su(v/v); SE %70M: Sparganium emersum - %70 metanol- saf su(v/v); SEM: Sparganium 

emersum – metaol 

 

Toplam fenolik madde içeriklerini daha kolay karĢılaĢtırmak ve yorum yapabilmek için 

Çizelge 4.2‟de verilen değerlerden ġekil 4.3 sütun gafik olarak hazırlanıp verilmiĢtir. 
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Şekil 4.3. Ekstraktların karĢılaĢtırmalı toplam fenolik madde içerikleri (λ =765nm) 

 

Çizelge 4.2 ve ġekil 4.3‟de, B. umbellatus bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarının 

toplam fenolik içeriklerine bakıldığında, % 70 metanol-saf su (v/v) çözücüsüyle yapılan 

ektraksiyonda toplam fenolik madde içeriklerinin en yüksek olduğu görülmektedir. 

Toplam fenolik madde içeriklerinin metanol çözücüsü ile yapılan ekstraksiyonda en 

düĢük değerde elde edildiği gözlemlendi. 

 

Sparganium emersum bitkisinin ultrasonik banyo ekstkrasiyonlarının toplam fenolik 

madde içeriklerine bakıldığında, % 50 metanol-saf su (v/v) çözücüsünde elde edilen 

değerin en yüksek olduğu görülmektedir. Toplam fenolik madde içeriği açısından 

metanol çözücüsü ile yapılan ekstraksiyonun B. Umbellatus‟da olduğu gibi en düĢük 

değerde olduğu gözlemlendi. Ekstraksiyonlarda, çözücü içerisindeki su yüzdesinin 

artmasının S. emersum bitkisinden elde edilen toplam fenolik madde miktarının 

artmasında önemli rol oynadığı görülmektedir. B. umbellatus bitkisinde ekstraksiyon 

çözücüsündeki su yüzdesinin artması, ilk önce fenolik madde içeriğinin artmasına, daha 

sonra ise hafif Ģekilde azalmasına neden olmaktadır. Ekstraklardan elde edilen en 

yüksek toplam fenolik madde içeriği B.umbellatus bitkisinin, % 70 metanol-saf su (v/v)  

çözücüsü ile yapılan ultrasonik banyo ekraksiyonunda elde edildi. En düĢük fenolik 

madde içeriği ise B. umbellatus bitkisinin metanol çözücüsü ile yapılan ultrasonik 

banyo ekstraksiyonunda elde edilmiĢtir. 
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4.3. DPPH Radikal Giderme Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde  

       Edilen Bulgular 

 

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerinine ait ekstraktların ve karĢılaĢtırma maddelerinin 

(BHT ve TROLOX), DPPH‟ın deriĢimini yarıya indirmek için gerekli olan deriĢimleri 

(IC50 değerleri) hesaplanarak Çizelge 4.3‟de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.3. Ekstraktların ve karĢılaĢtırma maddelerinin IC50 değerleri. 

Ekstrakt* IC50 Değeri (µg/ml) 

BU%50M 50,79  ± 3,18 

BU%70M 51,90  ± 6,23 

BUM 32,88  ± 0,89 

SE%50M 37,83  ± 0,38 

SE%70M 38,71  ± 4,74 

SEM 32,28  ± 0,27 

BHT 3,26 ± 0,30 

TROLOX 5,69 ± 0,12 

*BU%50M: Butomus umbellatus L.-%50 metanol-saf su(v/v);BU%70M: Butomus umbellatus L -%70 

metanol-saf su(v/v); BUM: Butomus umbellatus L- metanol; SE %50M: Sparganium emersum - %50 

metanol-saf su(v/v); SE %70M: Sparganium emersum - %70 metanol- saf su(v/v); SEM: Sparganium 

emersum – metaol 

 

 

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerinine ait ultrasonik banyo ekstraktlarının ve 

karĢılaĢtırma maddelerinin değiĢik deriĢimdeki DPPH radikalini giderme yüzdelerini (% 

I) gösteren grafikler S. emersum için Ģekil 4.4‟de, B. umbellatus için ġekil 4.5‟de 

verilmiĢtir. 
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Şekil 4.4. S. emersum bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarının ve karĢılaĢtırma 

maddelerinin farklı konsantrasyonlarının DPPH radikalini temizleme yüzdeleri. 
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Şekil 4.5. B. Umbellatus bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarının ve karĢılaĢtırma 

maddelerinin farklı konsantrasyonlarının DPPH radikalini temizleme yüzdeleri. 

 

Ekstraktların DPPH radikalini giderme aktiviteleri yönünden birbirleriyle 

karĢılaĢtırılmalarının daha kolay yapılabilmesi için çizilen sütün grafik ġekil 4.6‟da 

verilmiĢtir. 
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Şekil 4.6. B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait ultrasonik banyo ekstraklarının ve 

karĢılaĢtırma maddelerinin, DPPH radikalini % 50 oranında giderme konsantrasyonları 

(IC 50değerleri) 

 

DPPH radikali, diğer antioksidan aktivite tayinlerinde kullanılan radikallerden daha 

kararlı yapıya sahiptir. Basit ve nispeten daha kısa sürede gerçekleĢtirildiği için 

antioksidan aktivite belirlemede çok kullanılan bir yöntemdir. DPPH‟ı gidererek bu 

radikalin konsantrasyonunu yarıya düĢüren değer IC50 ( ya da EC50) olarak verilir [53]. 

 

Çizelge 4.3 ve ġekil 4.6‟ya bakıldığında karĢılaĢtırma maddeleri olan BHT‟nin ve 

Trolox‟un düĢük değerler (değerin düĢük olması ekstraktın antioksidan aktivitesinin 

yüksek olduğunu belirtmektedir) sergilediği görülmektedir. Yapılan deneylerde 

karĢılaĢtırma maddelerinden olan BHT‟nin IC50 değeri 3,26±0,3 µg/ml, Trolox‟ un IC50 

değeri 5,69±0,12 µg/ml olarak belirlenmiĢtir. BHT‟nin Trolox‟tan daha yüksek radikal 

giderme etkisi olduğu sonuçlardan görülmektedir. B. Umbellatus ve S. emersum 

bitkilerine ait ultrasonik banyo ekstraklarının IC50 değerleri karĢılaĢtırma maddelerinin 

IC50 değerlerinden daha yüksek değerlerde bulundu. 

 

Değerlerde dikkat çeken bir durum, B. umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait 

ultrasonik banyoda  metanol çözücüsüyle elde edilen ekstraktların en düĢük IC50 

değerlerini sergilemiĢ olmalarıdır (sırasıyla BUM için IC50 32,88 ± 0,89 µg/ml ve SEM 
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için IC50 32,28 ± 0,27 µg/mL). Oysa B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerinin 

ultrasonik banyoda metanol çözücüsüyle elde edilen ekstraklarının en düĢük değerlerde 

toplam fenolik madde içerdikleri (BUM için 92,13 ±13,90 ve SEM için 186,03 ±70,80 

mg GAE/100 g kuru numune) Çizelge 4.2 ve ġekil 4.3‟ten görülmektedir. Diğer bir 

deyiĢle, düĢük toplam fenolik madde içermelerine rağmen yüksek antioksidan aktivite 

göstermektedirler. Bu durum, metanolik ekstraktların diğer çözücülerle elde edilen 

ekstraktlara göre daha yüksek oranda antioksidan aktivitesi yüksek bileĢenlerden 

oluĢtuğu gerçeğini ortaya koymaktadır. 

 

B .umbellatus‟un ekstraksiyonunda % 70 metanol - saf su (v/v) (BU%70M) çözücüsü 

kullanılarak yapılan deneyde, toplam fenolik madde miktarının en büyük değerde 

(467,78 ±36,69 mg GAE/100 g kuru numune) olmasına rağmen, IC50 değerinin de en 

büyük (51,90±6,23 µg/mL) değerde olduğu, yani antioksidan aktivitesinin en düĢük 

olduğu belirlendi.  

 

S. emersum bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarından SE%50M ve SE%70M‟in 

DPPH antioksidan aktivite % 50 giderme konsantrasyonlarının (IC50 değerleri) bir 

birine yakın bir değerde (sırasıyla SE%50M için IC50değeri 37,83 ± 0,38 µg/ml, SEM 

için IC50 değeri 38,71  ± 4,74µg/mL) olduğu gözlemlendi. 

 

ġekil 4.4 ve 4.5‟e bakıldığında, karĢılaĢtırma maddelerinin çok daha düĢük 

konsantrasyonlarda daha fazla radikal giderme yüzdeleri gösterdiği açıkça 

görülmektedir. Örneğin 62,5 µg/ml konsantrasyonunda karĢılaĢtırma maddelerinin 

radikal giderme yüzdeleri Trolox için % 88,21 ve BHT için % 92,17 iken, ekstraktlar 

için radikal giderme yüzdeleri SE%50M için % 72,02, SE%70M için % 81,78, SEM 

için  % 87,14 olarak elde edilmiĢtir. 125 µg/mL konsantrasyon değerinde trolox % 

87,67, BHT % 91,96 değerlerini sergiliyorken, SE%50M  % 91,43, SE%70M % 93,99, 

SEM % 91,85 ve BU%50M  % 65,48, BU%70M % 73,84, BUM ise % 78,56 radikal 

giderme yüzdeleri ortaya koymuĢlardır. Burada dikkat çeken bir durum, ekstraktların 

yüksek konsantrasyonlarda yüksek radikal giderme yüzdeleri sergilemeleridir.  
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B. umbellatus ve S. emersum bitkilerinin ultrasonik banyoda metanol çözücüsüyle elde 

edilen ekstraklarında radikal giderme yüzdelerinin yüksek, % 50 metanol- saf su (v/v) 

çözücüsü ile elde edilen ekstraktlarında ise radikal giderme yüzdelerinin düĢük olduğu 

bulunmuĢtur. 

 

4.4. Bakır (II) İyonu İndirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Deneylerinden  

       Elde Edilen Sonuçlar 

 

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait ekstraktların Bakır (II) iyonu indirgeme 

antioksidan kapasitesi (CUPRAC) için elde edilen kalibrasyon grafiği ve deneylerden 

elde edilen sonuçlar ġekil 4.7‟de ve Çizelge 4.4‟de verilmiĢtir. Kalibrasyon grafiği 

Trolox‟un metanollü çözeltileri ile hazırlandı. 
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Şekil 4.7. CUPRAC deneylerinde kullanılan, Trolox standardı ile elde edilen 

kalibrasyon grafiği (λ=450 nm) 
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Çizelge 4.4. Bakır-II iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) deneylerinde 

elde edilen sonuçlar 

Ekstrakt* 
CUPRAC değeri(mg TEAK/100g 

kuru numune) 

BU%50M 44,68±1,64 

BU%70M 47,30±0,30 

BUM 15,67±0,77 

SE%50M 35,76±1,29 

SE%70M 28,74±0,39 

SEM 39,09±2,06 

*BU%50M: Butomus umbellatus L.-%50 metanol-saf su (v/v);BU%70M: Butomus umbellatus L -%70 

metanol-saf su(v/v);BUM: Butomus umbellatus L- metanol; SE %50M: Sparganium emersum - %50 

metanol-saf su(v/v); SE %70M: Sparganium emersum - %70 metanol- saf su(v/v); SEM: Sparganium 

emersum – metaol 

 

Bakır-II Ġyonu Ġndirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) deneylerinden elde edilen 

sonuçları daha iyi karĢılaĢtırmak için hazırlanan sütun grafik ġekil 4.8‟de verilmiĢtir. 

 

44,68
47,3

15,67

35,76

28,74

39,09

0

10

20

30

40

50

60

Numuneler  

C
U

P
R

A
C

 d
e
ğ

e
ri

 (
m

g
 T

E
A

K
/1

0
0
 g

 k
u

ru
 

n
u

m
u

n
e
)

BU%50M

BU%70M

BUM

SE%50M

SE%70M

SEM

 

Şekil 4.8. B. Umbellatus  ve S. emersum bitkilerine ait ekstraktların CUPRAC değerinin 

(mg TEAK/100g kuru numune) karĢılaĢtırılması 

 

 

Çizelge 4.4 ve ġekil 4.8 ye bakıldığında. B. Umbellatus bitkisinin BU%70M 

ekstraklarından elde edilen değerin en yüksek değer olduğu (47,4mg TEAK/100g kuru 

numune) belirlenmiĢtir. Bu bitkinin metanol çözücüsü ile yapılan ekstraksiyonunda 

CUPRAC değerinin en düĢük değer (15,07mg TEAK/100g kuru numune) olduğu 

görülmektedir. 
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S. emersum bitkisi için bakır-II Ġyonu indirgeme antioksidan kapasitesi deneylerinin 

sonuçlarına bakıldığında, en yüksek değeri metanol çözücüsüyle elde edilen ekstraktın 

sergilediği (39,09 mg TEAK/100g kuru numune) görülmektedir. Bu bitkinin SE%70M 

ekstraktının CUPRAC değerinin en düĢük oldu (28,744 mg TEAK/100g kuru numune) 

belirlendi. 

 

4.5. RP-HPLC-UV-DAD Analizlerinden Elde Edilen Bulgular 

 

4.5.1. Standartlar ve Kalibrasyon 

 

Standartların tüm stok çözeltileri % 40 metanol-su karĢımında 20 mM konsantrasyonda 

hazırlandı. 15 standardın stok çözeltilerinin her birinden 500 µL (standart karıĢımın 

toplam hacmi 7,5 mL) alınarak 2,5 mL % 40 metanol-su çözücüsü ilave edildi ve 

böylece son hacim 10 mL‟ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti % 40 metanol-su 

çözücüsüyle seyreltilerek 3 farklı konsantrasyona sahip çözelti hazırlandı. Her bir 

standardın maksimum absorbans yaptığı dalga boyunda konsantrasyonlarına karĢılık 

oluĢan pik alanları kullanılarak kalibrasyon eğrileri elde edildi. Tüm standartların 

kalibrasyonu için uygulanan dalga boyu 280 nm ve ayrıca her standardın maksimum 

absorbans yaptığı sıralı dalga boyları kullanılarak pik alanları belirlendi. Kafeik asit için 

240 nm, protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, vanilik asit için 260 nm, gallik asit, 

siringik asit için 274 nm, protokatekaldehit, vanillin için 280 nm, siringaldehit, p-

kumarik asit için 308 nm, gentisik asit, klorogenik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik 

asit için 324 nm dalga boyları seçilerek kullanıldı. 15 standardın kromatogramları ve 

maksimum absorbans yaptıkları dalga boyları Ek ġekil 1-15‟de gösterilmiĢtir. 

Standartların 3 farklı konsantrasyonu için, her bir standardın maksimum absorbans 

yaptığı dalga boyları kullanılarak oluĢan pik alanlarına karĢı konsantrasyon grafikleri 

elde edildi ve Ek ġekil 16-29‟da verildi. 
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4.5.2. Ekstraktların RP-HPLC-UV-DAD Analizi İçin Seyreltilmeleri 

 

Konsantrasyonları bilinen ekstraktlardan uygun seyreltmeler yapılarak her biri 5 mg/mL 

olacak Ģekilde hazırlanan çözeltilerin analiz sonuçları 5 mg/mL‟ deki mM olarak 

hesaplandı. 

 

4.5.3. Ekstraktlardan Fenolik Asitlerin Sıvı-Sıvı Seçimli Ekstraksiyonu 

 

Her bir standardın % 40 metanollü 20 mM stok çözeltisinden 500 µl alınarak standart 

karıĢımı hazırlandı. Bu karıĢımın toplam hacmi 10 mL, konsantrasyonu 1mM olacak 

Ģekilde ayarlandı. Standart karıĢımın çözücüsü döner buharlaĢtırıcıda uçurulduktan 

sonra 10 mL 0,05 M (pH yaklaĢık 1,3) olan HCI çözeltisinden eklenerek Ģiddetli bir 

Ģekilde vorteks ile karıĢtırıldı. Bu iĢlemden sonra üzerine 10 mL etilasetat eklenerek 

Ģiddetli bir Ģekilde vorteks ile çalkalanarak 15 dakika süre ile ekstrakte edildi. KarıĢım 

dinlendirildikten sonra organik faz alınarak tekrar bir 10 mL etilasetat ekstraksiyonu 

yapıldı. Organik fazlar birleĢtirilerek bir döner buharlaĢtırıcıda uçuruldu. Daha sonra 

ekstraksiyona baĢlamadan önceki aynı konsantrasyona, ilk önce metanolde çözülerek ve 

üzerine % 40 metanollü su ilave edilerek ayarlandı. Uygulanan yöntem tüm ekstraktlar 

için gerçekleĢtirildi. Ekstraktların konsantrasyonları seçimli ekstraksiyon öncesinde ve 

sonrasında 5 mg/mL olacak Ģekilde ayarlandı. Tüm ekstraktlarda olmadığı  belirlenen 

fenolik bileĢen olan benzoik asit, iç standart olarak 20 mM konsantrasyonda ve 50 µl 

hacimde tüm ekstraktlara eklenerek seçimli ekstraksiyon uygulandı. Bu çözeltiler 2 

paralel olarak alındılar. Ekstraklar HPLC‟de analiz edilmeden önce filtreden geçirildi. 

 

4.5.4. RP-HPLC-UV-DAD Koşulları 

 

RP-HPLC-UV-DAD analizleri, Agilent (Almanya)  marka degazer, Quat pompa ve 

ultraviole dedektör (1100 serisi) ve DAD (diyot serili dedektör 1200 serisi) donanımlı 

bir HPLC‟de yapıldı. HPLC cihazı Chemstation programı (Agilent) ile kontrol edildi. 

Tüm analizler için bir Hichrom C18 kolon (250 mm × 4.6 mm i.d., 5 μm partikül) 

kullanıldı. Hareketli faz (A) metanol, (B) 50/50 (v/v) asetonitril/su içindeki % 0,5 (v/v) 

asetik asit çözeltisi, (C) % 2 (v/v) asetik asitin sudaki çözeltisi, (D) asetonitril 
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çözeltilerinden oluĢmaktaydı. Elüsyonda takip eden gradiyent kullanıldı ve gradiyent 

koĢular Çizelge 3.1‟de verildi. Enjeksiyon hacmi 20 µL ve akıĢ hızı 1,2 ml/dakika 

olarak ayarlandı dedektör 280 nm dalga boyunda çalıĢtırıldı. Metod 33 dakikada 

sonlanacak Ģekilde ayarlandı. 

 

 

Çizelge 3.1. Standartlar ve numuneler için kullanılan metotta gradiyent koĢulları 

Zaman 

(dakika) 

Çözücü (B) 

% 

Çözücü (C) 

% 

Çözücü (D) 

% 

Akış hızı 

(ml/dakika) 

Basınç 

(atm) 

0,00 10,00 90,00 0,00 1,2 275 

5,00 19,00 81,00 0,00 1,2 275 

14,00 19,00 81,00 0,00 1,2 275 

17,00 30,00 70,00 0,00 1,2 275 

18,00 30,00 70,00 0,00 1,2 275 

20,00 40,00 60,00 0,00 1,2 275 

23,00 45,00 55,00 0,00 1,2 275 

25,00 42,00 58,00 0,00 1,2 275 

27,00 10,00 0,00 90,00 1,2 275 

30,00 10,00 0,00 90,00 1,2 275 

33,00 10,00 90,00 0,00 1,2 275 

 

Ayrıca kolonda yapılan ayırma iĢleminden sonra kolonun temizlenmesi için bir yıkama 

metodu hazırlanarak kolonda kalabilecek maddelerin uzaklaĢtırılması hedeflenmiĢtir. 

Bu yıkama metodu garadiyent olarak hazırlanmıĢ ve Çizelge 3.1‟de verilmiĢtir. Yıkama 

metodunun süresi 10 dakikadır. 

 

  Çizelge 3.2. Yıkama metodu 

Zaman 

(dakika) 

Çözücü (A) 

% 

Çözücü (B) 

% 

Çözücü (C) 

% 

Akış hızı 

(ml/dakika) 

Basınç 

(atm) 

0,00 0.,00 10,00 90,00 1,2 275 

3,00 70,00 5,00 25,00 1,2 275 

7,00 70,00 5,00 25,00 1,2 275 

8,00 0,00 10,00 90,00 1,2 275 

10,00 0,00 10,00 90,00 1,2 275 
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4.5.5. RP-HPLC-UV-DAD Metod Geliştirme 

 

Uygun Ģartlara getirilen HPLC-UV-DAD metodu ile 15 fenolik standardın uygun bir 

Ģekilde birbirinden ayrılması sağlanmıĢtır. Ayırma iĢleminde tüm standartların 25 

dakikada birbirinden ayrılması sağlanmıĢtır. 15 standart fenolik asidin ayrılmasına 

iliĢkin örnek kromatogram ġekil 4.9‟da görülmektedir. Bu metot ile Protokatekaldehit 

ve Gentisik asit, kolondan çıkıĢ zamanları aynı olduğu için birbirinden ayrılamamıĢtır. 

Bu nedenle bu iki standart aynı kromatogramda görülmektedir. 

 

Şekil 4.9. HPLC-UV-DAD ile 280 nm de fenolik standartların piklerinin analizi için 

elde edilen kromatogramlar. Her bir standardın konsantrasyonu 0,2 mM dır. 

1= Gallik Asit, 2= Protokatekuik Asit, 3= Protokatekaldehit, 4= Gentisik Asit, 5= p-OH 

Benzoik Asit, 6= Klorogenik Asit, 7= Vanillik Asit, 8= Kaffeik Asit, 9= Siringik Asit, 

10= Vanillin, 11= Siringaldehit, 12= p-Kumarik Asit, 13= Benzoik Asit, 14= Ferulik 

Asit, 15= Sinapik Asit 

 

GeliĢtirilen metodda alıkonma zamanları ve pik alanlarının tekrarlanabilirliği açısından 

15 fenolik asit standardından 3 paralel olacak Ģekilde hazırlanan çözelti karıĢımlarının 

kolondan yürütülmesiyle elde edilen gelme zamanları (RT), pik alanları için standart 

sapma (SS) ve yüzde bağıl standart sapma (%BSS) parametreleri hesaplandı ve Çizelge 

4.5‟te verildi. 
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Çizelge 4.5. HPLC-UV-DAD metodunun parametreleri 

No RT BileĢik SS (RT) 

RT 

%BSS Alan SS(Alan) 

Alan 

%BSS 

1 

4,32 

Gallik asit 0,0

02 0,06 

2641,8 

29 1,10 

2 

6,35 

Protokatekuik asit 0,0

09 0,01 

2193,7 

14,75 0,74 

3 8,17 Protokatekaldehit 
0,001 

 

0,12 

 

 

9089,2 49,7 

 

0,16 

 
4 8,17 Gentisik asit 

5 

9,22 

p-OH benzoik asit 0,0

11 0,73 

4789,1 

49,7 1,04 

6 

10,97 

Klorogenik asit 0,0

79 0,37 

4036,8 

73 1,81 

7 

11,53 

Vanilik asit 0,0

43 0,10 

5928,9 

38,85 0,66 

8 

12,52 

Kafeik asit 0,0

13 0,89 

6655,1 

14,25 0,21 

9 

13,80 

Siringik asit 0,1

21 0,89 

7774,8 

59,85 0,77 

10 

17,13 

Vanilin 0,1

11 0,66 

9743,6 

24,05 0,25 

11 

20,23 

Siringaldehit 0,0

1 0,05 

10847,0 

82,7 0,80 

12 

20,80 

p-Kumarik asit 0,1

18 0,57 

5029,5 

38,55 0,77 

13 

21,92 

Benzoik asit 0,0

38 0,17 

977,7 

7,15 0,73 

14 

22,99 

Ferulik asit 0,0

5 0,22 

8039,7 

55,4 0,69 

15 

23,91 

Sinapik asit 0,0

65 0,27 

2927,7 

22,95 0,78 

 

Optimize edilen metodda 280 nm‟de fenolik asit içeriği araĢtırılan ekstraktların HPLC-

UV-DAD da elde edilen kromatogramlarının iyi çıkmaması ve pik alanlarının yeteri 

kadar yüksek çözünürlükte elde edilememesi nedeniyle yeni bir yaklaĢıma ihtiyaç 
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duyulmuĢtur. Bu kromatogramlara bir örnek olması açısından BUM‟e ait 

kromatogramlar ġekil 4.10‟da gösterilmiĢtir. 

 

 

 

Şekil 4.10. HPLC-UV-DAD ile 280 nm de elde edilen BUM‟e ait kromatogramlar 

 

ġekil 4.10’da görüldüğü gibi BUM‟un kromatogramındaki piklerin belirgin olmaması 

ve kalabalık çıkmasından dolayı, daha belirgin ve daha temiz bir kromatogram elde 

edebilmek için fenolik maddelere uygulanabilen uygun bir seçimli ekstraksiyon yöntemi 

belirlendi. Daha önce anlatılan “ekstraktlardan fenolik asitlerin sıvı-sıvı seçimli 

ekstraksiyonu tekniği” kullanılarak 15 fenolik asit standarda ekstraksiyon iĢlemi 

uygulandıktan sonra optimize edilen koĢularda bu 15 fenolik asidin HPLC-UV-DAD ile 

280 nm de yürütülmeleri suretiyle kromatogramları alınmıĢtır. Seçimli ekstraksiyon 

yapılmadan önce elde edilen fenolik asit standartlarına ait HPLC-UV-DAD 

kromatogramları ġekil 4.11‟da, seçimli ekstraksiyon uygulandıktan sonraki 

kromatogramları ise ġekil 4.12‟de verilmiĢtir. 
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Şekil 4.11. HPLC-UV-DAD ile 280 nm‟de 15 fenolik asit standardının seçimli 

ekstraksiyon yapılmadan önceki kromatogramları. Her bir fenolik asit standardın 

konsantrasyonu 1 mM‟dır. 

 

 

Şekil 4.12. HPLC-UV-DAD ile 280 nm‟de 15 fenolik asit standardının seçimli 

ekstraksiyon yapıldıktan sonra elde edilen kromatogramları. Her bir fenolik asit 

standardının seçimli ekstraksiyonu öncesindeki konsantrasyonu 1 mM‟dır. 

 



 79 

15 fenolik asit standardının ekstraksiyonsuz ve seçimli ekstraksiyonlarından sonra 

HPLC-UV-DAD ile elde edilen verilerden yararlanarak geri kazanım değerleri 

hesaplandı ve Çizelge 4.6‟da verildi. Bu yöntem ile 15 fenolik asit standardı için genel 

olarak uygun geri kazanımlar elde edilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.6. 15 fenolik madde standardının ekstraksiyonlarının % geri kazanımı 

Bileşik No Bileşik Adı % Geri Kazanım 

1 Gallik asit 79,83 

2 Protokatekuik asit 98,23 

3 Protokatekaldehit -
* 

4 Gentisik asit -
* 

5 p-OH benzoik asit 86,33 

6 Klorogenik asit 63,86 

7 Vanilik asit 96,24 

8 Kafeik asit 98,22 

9 Siringik asit 91,78 

10 Vanilin 90,41 

11 Siringaldehit 86,78 

12 p-Kumarik asit 97,72 

13 Benzoik asit 98,99 

14 Ferulik asit 92,65 

15 Sinapik asit 74,07 

*:Protokatekaldehit ve Gentisik asit giriĢim yapmaları nedeniyle bunlara ait % geri 

kazanımları hesaplanamamıĢtır 

 

Ekstraktların fenolik asit içerikleri seçimli ekstraksiyon uygulandıktan sonra HPLC‟de 

280 nm‟de optimize edilen koĢullarda yürütülerek incelendi. 280 nm dalga boyunda 

veriler, 15 fenolik asit standardı için kolonda alıkonma zamanlarına ve maksimum 

absorbsiyon yaptıkları dalga boylarına göre incelenmiĢtir. 

 

Ekstraktların analizi için üç paralel yürütme yapıldı bu paralellerin ikisine iç standart 

olarak tüm ekstraktlarda gözlemlenmeyen benzoik asitten 20 mM‟lık 



 80 

konsantrasyonlarda 50 µl çözelti kısımları eklenerek seçimli ekstraksiyon uygulandı. 

Örnek olarak, seçimli ekstraksiyondan sonra elde edilen BUM‟a ait paralellerin HPLC-

UV-DAD kromatogramları ġekil 4.13‟de verilmiĢtir. Seçimli ekstraksiyon sonrası tüm 

ekstraklara ait HPLC-UV-DAD kromatogramları Ek ġekil 30-35‟te verilmiĢtir. 
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Şekil 4.13. BUM ekstraktı için HPLC-UV-DAD ile 280 nm‟de elde edilen (a) iç 

satndartsız, (b) ve (c) iç satndart ilaveli, seçimli ekstraksiyon sonrası kromatogramlar. 
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Tüm ekstraktların seçimli ekstraksiyon metodu uygulandıktan sonra HPLC-UV-DAD 

kromatogramlarında gözlenen fenolik asitlerin mM cinsinden konsantrasyonları, 15 

fenolik asit standardı için 3 farklı konsantrasyonda hazırlanan ve Ek ġekil 16-29‟da 

gösterilen alana karĢı konsantrasyonlarından elde edilen kalibrasyon grafikleri 

kullanılarak hesaplanmıĢ ve Çizelge 4.7‟de verilmiĢtir. Protokatekaldehit ve Gentisik 

asitin kolondan çıkma zamanları aynı olduğu için giriĢim yapmalarından dolayı, bu iki 

maddenin konsanrasyonları izobest noktası (aynı dalga boyundaki absorbans değeri) 

olan 240 nm dalgaboyundan yararlanılarak ve gentisik asit için 274 nm ve 324 nm dalga 

boylarındaki alanların oranına karĢı % gentisik asit gafiği çizilerek elde edilmiĢ ve bu 

grafik Ek ġekil 36‟da verilmiĢtir. Gentisik asitin yüzdesinden hareketle toplam alandan 

Protokatekaldehit yüzdesi bulunarak konsantrasyonu hesaplanmıĢtır. 

 

Çizelge 4.7. Seçimli ekstraksiyon sonrasında fenolik asit standartlarının kalibrasyon  

                    grafiklerine göre elde edilen mM cinsinden konsantrasyon değerleri 

Standartlar 

B
U

%
5
0
M

 
 

B
U

%
7
0
M

 

B
U

M
 

S
E

%
5
0
M

 

S
E

%
7
0
M

 

S
E

M
 

Gallik asit - - - - - - 

Protokatekuik asit  - - - - - - 

Protokatekaldehit 0,069 0,0295 - 0,022 - - 

Gentisik asit 0,031 0,19 0,102 0,037 - - 

p-OH benzoik asit - - - - - - 

Klorogenik asit - - - 0,055 0,028 - 

Vanilik asit - - - 0,0024 - - 

Kafeik asit 0,0231 0,0193 - - - - 

Siringik asit - - - - - - 

Vanilin - - - - - - 

Siringaldehit - - - - - - 

p-Kumarik asit - - - - - - 

Benzoik asit - - - - - - 

Ferulik asit 0,0292 0,0444 0,0136 0,0162 0,0175 0,0126 

Sinapik asit - - - - - - 

   -: ilgili standartlar gözlemlenemedi 
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Ayrıca tüm ekstraktlara seçimli ekstraksiyon uygulandıktan sonra, geri kazanım 

yüzdelerinden yararlanarak HPLC-UV-DAD kromatogramlarında gözlenen fenolik asit 

standartlarının mM cinsinden konsantrasyonları Çizelge 4.8‟de verilmiĢtir. 

Protokatekaldehit ve Gentisik asitin kolondan çıkma zamanları aynı olduğu için, giriĢim 

yapmalarından dolayı geri kazanım yüzdeleri hesaplanamamıĢtır. 

 

Çizelge 4.8. Ekstraktlardaki fenolik asitlerin, seçimli ekstraksiyon sonrasında fenolik 

asit standartlarının yüzde geri kazanım değerlerine göre hesaplanan mM cinsinden 

konsantrasyon değerleri. 

Standartlar 

B
U

%
5
0
M
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%
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S
E

%
5
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S
E

%
7
0
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S
E

M
 

Gallik Asit - - - - - - 

Protokatekuik Asit - - - - - - 

Protokatekaldehit * * - * - - 

Gentisik Asit * * * * - - 

p-OH Benzoik Asit - - - - - - 

Klorogenik Asit - - - 0,06 0,029 - 

Vanillik Asit    - - - 0,00205 - - 

Kaffeik Asit  0,021 0,017 - - -  

Siringik Asit - - - - - - 

Vanillin  - - - 0,0026 - - 

Siringaldehit - - - - - - 

p-Kumarik  - - - - - - 

Benzoik Asit - - - - - - 

Ferulik Asit 0,0302 0,0465 0,0133 0,0166 0,0177 0,0123 

Sinapik Asit - - - - - - 

-: ilgili standartlar gözlemlenemedi, *:ilgili satandart gözlemlendi fakat giriĢime 

uğradığı için konsantrasyonları hesaplanamadı  

 

Çizelge 4.7 ve Çizelge 4.8‟e bakıldığında ekstraktların tümünde ferulik asit olduğu 

görülmektedir. Ekstraktlarda miktar olarak en yüksek oranda ise gentisik asitin 
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bulunduğu ve ferulik asitten sonra ikinci en yaygın asit olduğu gözlemlenmiĢtir. 

AraĢtırılan standartlardan gallik asit, protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, siringik 

asit, vanillin, sringaldehit, p-kumarik asit, benzoik asit ve sinapik asit, ekstraktlara 

uygulanan yöntemlerle gözlenmemiĢtir. 

 

Uygulanan sıvı-sıvı seçimli ekstraksiyon, kromatoramlarda piklerin daha temiz ve 

düzgün çıkmasını, bazı piklerin çözünürlüklerinin daha iyi olmasını sağlamıĢtır. Seçimli 

ekstraksiyon tekniği uygulanmadan elde edilen ve örnek olarak ġekil 4.10‟da göstrilen 

HPLC-UV-DAD ile 280 nm de BUM‟e ait kromatogramlarda bazı piklerde 

kuyruklanma ve yayvanlık olduğu görülmektedir. Bu nedenle aynı zamanda gelen 

asitlere ait pikler sağlıklı Ģekilde belirlenememiĢtir ve dalga boylarına göre gözlenen 

özellikler sergileyen fenolik asit standartlarının varlıklarından emin olunamamıĢtır. 

Sıvı-sıvı seçimli ekstraksiyon uygulandıktan sonra BUM‟a ait paralellerin HPLC-UV-

DAD kromatogramları ġekil 4.13‟de verilmiĢtir. Ekstrakların sıvı-sıvı seçimli 

ekstraksiyonlarından sonra pik alanlarında bir azalma görülmektedir ve bu durum 

Çizelge 4.6‟ya göre beklenilen bir sonuçtur. Ekstraktların içerdiği fenolik asit 

standartlarının pik alanlarında bir azalma olmasına karĢın, oluĢan piklerin daha 

belirginleĢmesi ve daha iyi çözünürlükte kromatogramların elde edilmesi açılarından bir 

avantaj sağlanmıĢtır. Sıvı-sıvı ekstraksiyonu sonrasında temiz ve keskin piklerin elde 

edilmesi ile aranan maddelerin varlığı açık bir Ģekilde ortaya konmuĢtur. 

 

Ferulik asitin en düĢük konsantrasyonlarının BUM ve SEM‟ de gözlemlenmesi ferulik 

asitin iki tane hidroksil grubu bulundurmasıyla açıklanabilir. Bu nedenle, ferulik asitin 

metanol çözücüsüyle yapılan ekstraksiyonlar yerine, metanol-su karıĢımlarıyla yapılan 

ekstraksiyonlarda konsantrasyonlarının daha yüksek olduğu görülmektedir. Kafeik 

asit‟in BU%50M ve BU%70M ekstraklarında olduğu gözlemlenmiĢtir Çözücüdeki su 

oranının yüksek olduğu BU%50M‟de kafeik asit konsantrasyonunun daha yüksek 

olduğu görülmektedir ve bu durumun, kafeik asitin üç hidroksil grubu bulundurmasının 

etkisiyle olabileceği düĢünülmektedir. 

 

Vanilin, sadece SE%50M ekstraktında gözlemlenmiĢtir. Klorogenik asit SE%50M ve 

SE%70 ekstraktlarında gözlemlendi ve SE%50M ekstraktında klorogenik asit 
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konsantrasyonunun daha yüksek olduğu bulunmuĢtur. Klorojenik asit üzerinde altı tane 

hidroksil grubunun bulunmasından dolayı, su oranı yüksek olan çözücülerde daha iyi 

çözüneceği tahmin edilmektedir. Protokatekaldehit, BU%50M, BU%70M ve SEM 

ekstraklarında gözlemlendi. BU%50M ekstraktında protokatekaldehitin 

konsantrasyonunun daha yüksek olduğu görülmektedir. Protokatekaldehit üzerinde iki 

hidroksil grubunun bulunması, su oranı yüksek çözücüde daha iyi ekstrakte 

edilebileceği düĢüncesini ön plana çıkarmaktadır. 

 

Ekstraktların Folin-Ciocalteau metoduyla toplam fenolik madde tayinleri deneylerindeki 

sonuçları gösteren ġekil 4.3‟e bakıldığında, BU%70M ekstraktının toplam fenolik 

madde içeriğinin en yüksek olduğu görülmektedir (467,78 ±36,69 mg GAE/100 g kuru  

numune). Bu ekstraktta HPLC-UV-DAD analiziyle gözlenen fenolik asitler 

protokatekaldehit, gentisik asit, kafeik asit ve ferulik asittir. Ferulik asit miktar olarak en 

yüksek bu ekstraktta tespit edilmiĢtir. BUM ekstraktının toplam fenolik madde 

içeriğinin miktar olarak en düĢük değerde (92,13 ±13,90 mg GAE/100 g kuru numune) 

olduğu belirlenmiĢtir. Bu ekstraktta HPLC-UV-DAD analiziyle gözlenen fenolik 

maddeler ise gentisik asit ve kafeik asittir. Bunların da miktarlarının düĢük olduğu 

belirlenmiĢtir. 

 

Folin-Ciocalteau metoduyla SE%50M ektraktının toplam fenolik madde içeriğinin en 

yüksek olduğu görülmektedir (283 ±20,95 mg GAE/100 g kuru numune) ve bu 

ekstraktta HPLC-UV-DAD analiziyle gözlenen fenolik maddelerin protokatekaldehit, 

gentisik asit, klorogenik asit, vanilik asit ile ferulik asit olduğu, miktarlarında diğer 

ekstraktlara göre yüksek olduğu belirlenmiĢtir. SEM ekstraktının toplam fenolik madde 

içeriğinin miktar olarak en düĢük değerde (186,03 ±70,80 mg GAE/100 g kuru numune) 

olduğu ve HPLC-UV-DAD analiziyle gözlenen fenolik asidin sadece ferulik asit olduğu 

ve miktarınında düĢük olduğu belirlendi. Ekstraktların Folin-Ciocalteu metoduyla elde 

edilen toplam fenolik madde içerikleri tayini deneylerindeki sonuçları ile HPLC-UV-

DAD bulguları arasında genel olarak bir paralellik bulunduğu belirlenmiĢtir. 

 

Ekstraktlarda aranan fenolik asitlerin konsantrasyonları önce, seçimli ekstraksiyondan 

sonra standartlarla elde edilen kalibrasyon grafiklerine göre, sonra da fenolik asitlerin 
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seçimli ekstraksiyonlarındaki geri kazanım yüzdelerine göre iki ayrı Ģekilde hesaplandı 

(Çizelge 4.7 ve 4.8.). Her iki tablodaki değerler birbirine paralellik sergilemektedirler. 

 

Seçimli ekstraksiyondan sonra fenolik asitlerin yüzde geri kazanım değerlerine göre 

elde edilen Çizelge 4.8‟ de, BUM, BU%70M, BU%50M ekstraktlarında 

protokatekaldehit, BUM, BU%70M, BU%50M ve SE%50M ekstraktlarında da gentisik 

asit tespit edilmekle beraber, bu asitlerin birbiri ile giriĢim yapmalarından dolayı 

miktarları belirlenememiĢtir. 

 

Ekstrakların 280 nm dalga boyunda ve 25 dakika içerisinde elde edilen 

kromatogramlarına bakıldığında, fenolik madde standartlarının gelme zamanlarına 

yakın ve standartların pikleriyle uyuĢmayan piklerin oluĢtuğu gözlenmiĢtir. Bu 

uyuĢmayan piklerin fenolik madde standartlarının izomer yapılarının olduğu 

düĢünülmektedir. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Yapılan bu çalıĢmada, Kars bölgesinde sulak alanlarda veya nemli bölgelerde yetiĢen B.  

Umbellatus ve S. emersum bitkilerinin metanol, %70 metanol- saf su (v/v), %50 

metanol-saf su (v/v) çözücüleri kullanılarak ultrasonik banyo eksraksiyonu yöntemiyle 

elde edilen ekstraktlarının ekstraksiyon verimleri hesaplanarak, toplam fenolik madde 

içerikleri, antioksidan aktiviteleri ve içeriklerindeki fenolik asitleri belirmek amacıyla 

RP-HPLC-UV-DAD analizleri yapıldı. 

 

ÇalıĢmada her iki bitki için ultrasonik banyo yöntemiyle yapılan ekstraksiyon verimleri 

hesaplandı. B. Umbellatus bitkisinden elde edilen ekstraktların verimleri % 27,82-16,86 

arasında; S. emersum bitkisinden elde edilen ekstrakların verimleri % 18,91-11,47 

arasında bulundu. Bulgular kısmında da belirtildiği gibi çözücüdeki saf su yüzdesi 

metanole göre arttığında, ekstraksiyon veriminin her iki bitki için de arttığı 

belirlenmiĢtir. Dikkat çeken diğer bir husus, iki bitkiye ait metanol çözücüsüyle elde 

edilen ekstraktların verimlerinin diğer çözücülerle elde edilen ekstrakt verimlerine göre 

daha düĢük olmasıdır. Ultrasonik ekstraksiyon tekniği ile elde edilen verim sonuçlarıyla 

literatürde belirtilen diğer ekstraksiyon tekniklerinin verim sonuçlarının bir birlerine 

yakın olduğu görülmektedir [103]. Ultrasonik banyo ekstraksiyonu toplam otuz beĢ 

dakika süreyle gerçekleĢtirildi. Literatürde belirtilen diğer ekstraksiyon tekniklerinin 

uzun zaman alması, kısa sürede gerçekleĢtirilen ultrasonik banyo ekstraksiyonunu 

avantajlı hale getirmektedir. Literatürde ısıl iĢlem uygulanarak gerçekleĢtirilen 

ekstraksiyon tekniklerinde, hedeflenen maddelerin sıcaklığın etkisiyle bozunması, 

düĢük sıcaklıklarda uygulanabilen ultrasonik ekstrtaksiyon tekniğini daha ön plana 

çıkarmaktadır. 

 

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerinin ultrasonik banyo ekstraksiyonu ile elde edilen 

ekstraktlarının toplam fenolik madde içeriklerine bakıldığında: B. umbellatus bitkisine 

ait ekstraktlarda 404,20±27,75-92,13±13,90; Sparganium emersum bitkisine ait 

ekstraktlarda 283,00±20,95-186,03±70,80 (mg GAE/100 g kuru numune olarak) 

arasında değerler elde edildi. En yüksek değer BU%70M ekstraktında, en düĢük değer 

BUM‟a ait ekstraktta elde edilmiĢtir. Her iki bitki içinde, saf metanol çözücüsü ile elde 

edilen ekstraktların toplam fenolik madde içerikleri en düĢük seviyede bulundu. 



 88 

 Dikkat çeken önemli bir husus, çözücü içerisindeki saf su yüzdesininin artmasına 

paralel olarak fenolik madde miktarlarınında artmıĢ olmasıdır. Ultrasonik banyo 

ekstraksiyonu, literatürde nispeten yeni sayılabilecek bir ekstraksiyon tekniğidir ve 

bundan dolayı toplam fenolik madde içeriği çözücü türü ve ekstraksiyon süresi 

açısından bu çalıĢmada belirlenen optimum koĢullara ait verilerin literatüre katkısı 

olacağı düĢünülmektedir. 

 

DPPH radikal giderme aktivitesi ölçümlerinde, IC50 değerleri B. Umbellatus bitkisine ait 

ekstraktlarda 51,9±6,23 - 32,88±0,89 µg/ml; S. emersum Rehmann bitkisine ait 

ekstraktlarda 38,71± 4,74 - 32,28±0,27 µg/ml arasında bulundu. Bulgular kısmında da 

bahsedildiği gibi, B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerinin ultrasonik banyo 

eksraksiyonlarında metanol çözücüsüyle elde edilen ekstrakların düĢük değerde toplam 

fenolik madde içerdikleri (BUM için 92,13±13,90 ve SEM için 186,03 ±70,80 mg 

GAE/100 g kuru numune) belirlenmiĢtir. Dikkat çeken bir durum, toplam fenolik madde 

içeriklerinin düĢük olmasına rağmen bu ekstraktların yüksek antioksidan aktivite 

göstermeleridir (BUM için IC50 değeri 32,88±0,89 µg/ml ve SEM için IC50 değeri 

32,28±0,27 µg/ml ). Bu durum, bu ekstrakların büyük oranda antioksidan aktivitesi 

yüksek fenolik bileĢenlerden ya da fenolik yapıda olmayan fakat antioksidan aktivite 

sergileyen diğer bazı bitki bileĢenlerinden meydana geldiğini düĢündürmektedir.  

 

DPPH radikal giderme aktivitesi ölçümlerinde karĢılaĢtırma maddesi olarak BHT ve 

Trolox kullanıldı ve bu karĢılaĢtırma maddelerinin sırasıyla IC50 değerleri 3,26±0,3 

µg/ml ve 5,69±0,12 µg/ml olduğu belirlendi. Ölçümlerden BHT‟nin radikal giderme 

etkisinin Trolox‟tan daha iyi olduğu belirlenmiĢtir. Tüm ekstraktlardan elde edilen 

DPPH radikal giderme aktivite değerlerinin karĢılaĢtırma maddelerinden daha düĢük 

düzeylerde olduğu belirlenmiĢtir. Her iki bitki için, ekstraksiyonda kullanılan her bir 

çözücü açısından değerlendirildiğinde, S. emersum bitkisinden elde edilen DPPH 

radikal giderme aktivite değerlerinin daha iyi olduğu görülmektedir (örneğin SE%70M 

için IC50 değeri 38,71±4,74 µg/ml ve BU%70M için IC50 değeri 51,9±6,23 µg/mL IC50 

değerin düĢük olması ekstraktın antioksidan aktivitesinin yüksek olduğunu 

belirtmektedir). 
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Bakır-(II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) ölçümlerinde, B. 

Umbellatus bitkisine ait ekstraktlarda 15,67±0,77-47,30±0,30; S. emersum bitkisine ait 

ekstraktlarda 28,74±0,39-39,09±2,06 CUPRAC değeri (mg TEAK/100g kuru numune) 

elde edilmiĢtir. B. Umbellatus bitkisine ait ekstaktların CUPRAC değerleri (ġekil 4.8) 

ile bu bitkinin toplam fenolik madde içeriklerinin (ġekil 4.3) uyumlu olduğu 

görülmektedir. Ancak bu bitki için DPPH radikal giderme aktivitesinde (ġekil 4.6.) aynı 

uyum gözlenememiĢtir. S. emersum bitkisine ait ekstraktların CUPRAC değerleri ile bu 

bitkinin DPPH radikal giderme aktivitesinin değerlerinin uyumlu olduğu belirlendi. 

Ancak bu bitki de ise ekstraktların toplam fenolik madde içeriklerinin düĢük ve dolayısı 

ile aynı uyumu göstermediği ortadadır. 

 

Literatürde, ekstraktların toplam fenolik madde içerikleri arttıkça antioksidan etkilerinin 

de arttığını ifade eden çalıĢmalar mevcuttur [117-119]. Ancak, toplam fenolik madde 

içeriği ile antioksidan aktivite arasında doğrusal bir iliĢki olmadığını, ya da bu iliĢkinin 

bu kadar basit olmadığını söyleyen araĢtırmacılar da vardır [120-123]. Bu çalıĢmada 

elde edilen sonuçlar daha ziyade ikici görüĢü destekler mahiyettedir. 

 

Ekstraktlara, sıvı-sıvı seçimli ekstraksiyon tekniği uygulandıktan sonra, 15 fenolik 

madde standardı  kullanılarak RP-HPLC-UV-DAD analizi ile içeriklerindeki fenolik 

maddeler belirlenmiĢtir. Ekstraktlarda en yaygın olarak ferulik asitin, daha sonra da 

gentisik asitin olduğu belirlenmiĢtir. Ġncelenen 15 fenolik madde standardından gallik 

asit, protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, siringik asit, vanillin, sringaldehit, p-

kumarik asit, benzoik asit, sinapik asit ekstraklara uygulanan yöntemle gözlenmemiĢtir. 

 

Ekstrakların Folin-Ciocalteau metoduyla toplam fenolik madde tayini deneylerinde elde 

edilen sonuçlar ile HPLC-UV-DAD analizlerinden elde edilen bulgular arasında genel 

olarak bir paralellik olduğu belirlenmiĢtir. Ancak, BUM ve SEM‟in DPPH radikal 

giderme aktivitesi değerlerinin yüksek olmasına karĢın bu iki ekstraktın RP-HPLC-UV-

DAD analizi ile düĢük miktarda fenolik asit bileĢeni içerdiği tespit edilmiĢtir. Bundan 

dolayı ekstraktların antioksidan aktivitelerinin sadece fenolik asit bileĢenlerine bağlı 

olmadığı, ekstraktlarda bulunan değiĢik bileĢenlerin bu özelliği arttırıcı veya azaltıcı 

etki yaptığını söylemek mümkündür. Bu konuda daha ayrıntılı bir analiz verebilmek 
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adına, ekstraklardaki diğer bileĢenlerin GC-MS ya da LC-MS gibi güçlü bir teknik 

yardımıyla aydınlatılması faydalı olacaktır. 

 

Bulgular kısmında da bahsedildiği gibi, ekstraklardan 280 nm dalga boyunda 25 dakika 

içerisinde elde edilen kromatogramlara bakıldığında fenolik madde standartlarının 

kolondan çıkıĢ zamanlarına yakın ve standartların pikleriyle uyuĢmayan piklerin 

oluĢtuğu gözlenmiĢtir. Bu uyuĢmayan piklerin fenolik madde standartlarının izomer 

yapılarından veya flavonoid grubu ve türevlerinden kaynaklanabileceği 

düĢünülmektedir. 

. 

Litaretürde B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerinden elde edilen ekstraktların 

antioksidan aktiviteleri ve fenolik madde içeriklerinin tayinine iliĢkin herhangi bir 

çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. Bu nedenle elde edilen verilerin literatüre önemli katkı 

sağlayacağı düĢünülmektedir. 

 

Doğal bileĢiklerden antioksidan aktivite sergileyen bileĢik gruplarının ekstraksiyonları 

üzerine yapılan çalıĢmaların çoğunluğu karasal bitkilerle ilgilidir. Oysa Dünya‟nın 

giderek artan nüfusunun beslenme ve sağlık ihtiyaçlarının karĢılanması ve gıda 

çeĢitliğinin artması açısından su bitkileride gittikçe artan bir Ģekilde ilgi görmeye 

baĢlamıĢtır. Ülkemizin de önemli sulak alanlara sahip olduğu göz önüne alındığında, bu 

bölgedeki bitki florasının (özellikle endemik türlerin) bu açılardan değerlendirilmesi 

gereği ortadadır ve yakın gelecekte bu tür çalıĢmaların sayısının daha da artacağı tahmin 

edilmektedir. 
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7.EKLER 

 

7.1. 15 Standardın kromatogramları ve maksimum absorbans yaptıkları dalga boyları 
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*DAD1, 5.655 (136 mAU, - ) Ref=5.362 & 6.069 of KL-S8-3.D

 
 

Ek şekil 1. Galik asitin kromatogramı ve maksimum dalga boyu (274 nm) 
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*DAD1, 8.373 (114 mAU, - ) Ref=8.059 & 8.733 of KL-S7-3.D

 
 

Ek şekil 2. Protokatekuik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (260 nm) 
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*DAD1, 10.309 (97.1 mAU, - ) Ref=9.942 & 10.722 of KL-S8-3.D
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Ek şekil 3. Protokatekulaldehit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (280 nm) 
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*DAD1, 10.566 (83.3 mAU, - ) Ref=10.286 & 10.933 of KL-S7-3.D

 
 

Ek şekil 4. Gentisik asit  kromatogramı ve maksimum dalga boyu (324 nm) 
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*DAD1, 11.449 (184 mAU, - ) Ref=11.155 & 11.855 of KL-S8-3.D

 
 

Ek şekil 5.  p-Hidroksi benzoik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (260 nm) 
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*DAD1, 15.126 (127 mAU, - ) Ref=14.539 & 15.753 of KL-S7-3.D

 
Ek şekil 6. Vanilik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (260 nm) 
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*DAD1, 15.126 (127 mAU, - ) Ref=14.539 & 15.753 of KL-S7-3.D

 
 

Ek şekil 7 Klorojenik asit. kromatogramı ve maksimum dalga boyu (324 nm) 
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*DAD1, 16.109 (119 mAU, - ) Ref=15.635 & 16.595 of KL-S8-3.D

 
 

                Ek şekil 8. Kafeik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (324 nm) 
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*DAD1, 18.926 (91.0 mAU, - ) Ref=18.453 & 19.426 of KL-S7-3.D

 
 

Ek şekil 9. Siringik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (274 nm) 
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*DAD1, 21.413 (94.0 mAU, - ) Ref=20.973 & 21.873 of KL-S7-3.D

 
 

 

Ek şekil 10. Vanilin kromatogramı ve maksimum dalga boyu (280 nm) 
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*DAD1, 23.295 (141 mAU, - ) Ref=22.935 & 23.675 of KL-S8-3.D

 
 

Ek şekil 11. Siringaldehit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (308 nm) 
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*DAD1, 22.913 (245 mAU, - ) Ref=22.493 & 23.313 of KL-S7-3.D

 
 

Ek şekil 12. p-Kumarik asit kromatogramı maksimum dalga boyu (308 nm) 
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*DAD1, 24.289 (133 mAU, - ) Ref=24.002 & 25.595 of KL-S8-3.D

 
 

Ek şekil 13. Benzoik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (240 nm) 
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*DAD1, 24.799 (212 mAU, - ) Ref=23.899 & 25.226 of KL-S7-3.D

 
 

Ek şekil 14. Ferulik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (324 nm) 
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*DAD1, 25.229 (191 mAU, - ) Ref=24.002 & 25.595 of KL-S8-3.D

 
 

Ek şekil 15. Sinapik asit kromatogramı ve maksimum dalga boyu (324 nm) 
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7.2. Standartların 3 farklı konsantrasyonunun, her bir standardın maksimum absorbans 

       yaptığı dalga boyları kullanılarak elde edilen pik alanlarına karĢı konsantrasyon 

       grafikleri 
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Ek şekil 16.Galik asit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ek şekil 17. Protokatekuik asit için  konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ek şekil 18.  Protokatekulaldehit ve Gentisik asit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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p-hidroksi benzoik asit y = 10484x - 6,55
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Ek şekil 19.P-Hidroksi benzoik asit için  konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ek Ģekil 20. Klorojenik asit  için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ek şekil 21. Vanilik  asit  için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Kaffeik asit y = 11839x - 36,663
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Ek şekil 22. kafeik asit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ek şekil 23. Siringik asit  için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ek şekil 24. Vanilin için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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siringaldehit y = 18211x - 19,825
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Ek şekil 25. Siringaldehit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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                          Ek şekil 26. p-Kumarik asit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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                        Ek şekil 27. Benzoik  asit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ferulik asit y = 13784x - 18,7
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Ek şekil 28. Ferulik  asit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ek şekil 29. Sinapik asit için konsantrasyona karĢı alan grafiği 
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Ekşekil 30. BUM için  HPLC-UV-DAD tekniği ile 280 nm‟de (a) iç standartsız, (b) ve 

(c) iç standart eklenmiĢ ekstraktların seçimli ekstraksiyon sonrası elde edilen 

kromatogramları 
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Ek şekil 31. BU%70M için HPLC-UV-DAD tekniği ile 280 nm‟de (a) iç standartsız, 

(b) ve (c) iç standart eklenmiĢ ekstraktların seçimli ekstraksiyon sonrası 

kromatogramları 
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Ek şekil 32. BU%50M için HPLC-UV-DAD tekniği ile 280 nm‟de (a) iç standartsız, 

(b) ve (c) iç standart eklenmiĢ ekstrakların seçimli ekstraksiyon sonrası elde edilen 

kromatogramları 
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Ek şekil 33. SEM için HPLC-UV-DAD tekniği ile 280 nm‟de (a) iç standartsız, (b) ve 

(c) iç standart eklenmiĢ ekstrakların seçimli ekstraksiyon sonrası elde edilen 

kromatogramları 
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Ek şekil 34. SE%70Miçin HPLC-UV-DAD tarafından 280 nm‟de (a) iç 

standartsız, (b) ve (c) iç standart eklenmiĢ ekstrakların seçimli ekstraksiyon 

sonrası elde edilen kromatogramları 
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Ek şekil 35. SE%50M için HPLC-UV-DAD tekniği ile 280 nm‟de (a) iç standartsız, (b) 

ve (c) iç standart eklenmiĢ ekstrakların seçimli ekstraksiyon sonrası elde edilen 

kromatogramları 
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7.3 
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Ek şekil 36. Gentisik asit için 274 nm ve 324 nm dalga boylarındaki alanların oranına  

                     karĢı % Gentisik asit grafiği 
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