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ONSOZ

Bu ¢alisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim dalinda yiiksek
lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada, Kars bolgesinde sulak alanlarda yetisen iki su bitkisi olan Butomus
umbellatus.L ve Sparganium emersum Rehmann in farkli ¢oziicii ortaminda, yeni bir
ekstraksiyon teknigi olan Ultrasonik Banyo ekstraksiyon teknigi kullanilarak ekstraktlari
elde edilmis ve bu ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri, antioksidan kapasiteleri tayin
edilmistir. Ayrica ekstraktlarin fenolik asit igerikleri de HPLC-UV-DAD teknigi

kullanilarak belirlenmistir.

Bu tez calismasina katkida bulunan basta danisman hocam Doc.Dr.Fikret AKDENIZ’e
tesekkiirlerimi sunarim. Yine bu ¢alismada emegi gegen ve Ultrasonik Banyo sistemini
bizden esirgemeyen Prof.Dr.Ismail CAKMAK’a, ultraviyole spektrofotometre
dl¢iimlerinin almmasinda Prof.Dr. Haydar YUKSEK’e, bitkilerin tani, teshis ve
toplanmasinda Dog.Dr. Hanife OZBAY’a, HPLC-UV-DAD &l¢iimlerinde bize yardimci
olan Dog¢.Dr.Murat KUCUK’e, arsivindeki resimleri bizimle paylasan Yrd.Dog.Dr
Fatma GUNES’e, UV-spektrofotometre o6lgiimlerinin almmasinda yapmis oldugu
katkilardan dolayr Ars.Gor. Onur AKYILDIRIM’a, HPLC-DAD deneylerinde emegi
gecen, Ars.Gor Nesibe ARSLAN BURNAZ’a, doktora ogrencisi Zeynep
ISKEFIYELI'ye, yiiksek lisans 6grencisi Kadir Tepebas’a ve yiiksek lisans dgrencisi
Sezgin AYDEMIR e en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bu ¢alismada benim i¢in maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen ve zaman

ayiran degerli aileme, dncelikle annem Hatice DURSUN’a, babam ilhan DURSUN’a,
kardesim Sinan DURSUN’a ve kiz kardesim Hilal DURSUN’a tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Bu ¢alismada, Kars ili ve ¢evresinde yetisen iki su bitkisi olan Butomus umbellatus.L ve
Sparganium emersum Rehmann bitkilerinden, ultrasonik banyo ekstraksiyonu teknigi
kullanilarak ekstraktlar elde edildi. Ekstraksiyonlarda pargacik boyutu 125 um-250 pum
olan numuneler ve metanol, % 70 metanol- saf su (v/v), % 50 metanol- saf su (v/v)
¢oziciileri kullanildi. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri Folin-Ciocalteu
metoduna gore belirlendi. Antioksidan aktiviteleri DPPH serbest radikal giderme
antioksidan aktivitesi ve CUPRAC Bakir(Il) indirgeyici antioksidan kapasite
yontemiyle tayin edildi. Ekstraktlar RP-HPLC-UV-DAD analizi ile fenolik madde
igerikleri agisindan incelendi.

Butomus umbellatus.L ve Sparganium emersum Rehmann bitkilerinin metanollu
ekstraklarinda toplam fenolik igeriginin, diger ¢6ziiciilerle elde edilen ekstraktlara gore
diisiik oldugu belirlendi. Metanolde su orani artik¢a genel olarak iki bitki iginde
ekstrakte edilebilen toplam fenolik igeriginin arttigi belirlenmistir. Tim ekstraktlar
DPPH serbest radikal giderme aktivitesinde kullanilan karsilastirma maddeleri olan
Butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve Trolox’dan daha diisiik aktivite sergilediler.
Butomus umbellatus.L bitkisine ait ekstraktlarm CUPRAC degerleri ile bu bitkinin
toplam fenolik igerikleri karsilastirildiginda bir paralellik oldugu goriilmektedir. Ancak
bu bitkiye ait ekstaktlarin Bakir-11 iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC)
degerleriyle, DPPH radikal giderme aktivitelerinin diistik oldugu belirlendi. Sparganium
emersum Rehmann bitkisine ait ekstaktlarin CUPRAC degerleri ile bu bitki i¢in DPPH
radikal giderme aktivitelerin karsilastirildiginda bir paralellik oldugu gorildii. Fakat
Sparganium emersum Rehmann bitkisine ait ekstraktlarn CUPRAC degerleri ile bu
bitkinin i¢in elde edilen toplam fenolik madde igeriklerinin diisiik oldugu bulundu. RP-
HPLC-UV-DAD analizlerine gore tiim ektraktlarin Ferulik asit icerdikleri tespit
edilmistir. Tayini yapilan fenolik asitler icinde miktar olarak en yiiksek degerin Gentisik
asite ait oldugu 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 um, 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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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi
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:Butomus umbellatus L-ultrasonik banyo-Metanol ekstrakti
:Butomus umbellatus L- ultrasonik banyo-% 50 metanol saf su (v/v)
ekstrakti

:Butomus umbellatus L- ultrasonik banyo-% 70 metanol saf su (v/v)
ekstrakti
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:2,2°-difenil-1-pikrilhidrazil

:Baslangigtaki DPPH konsantrasyonunu yariya diisiirmek icin
gerekli olan antioksidant ekstrakti konsantrasyonu (genellikle ug/ml)
:Folin-Ciocalteu
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:Ters Faz Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi -Ultra Viole
:Spektrofotometre ve DAD (Diode array detectors) dedektorii bagl
cihaz.
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:Ketomethiobutirik asit
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:Oksijen radikal absorbans kapasitesi
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:Siiperkritik akigkan

:Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu

:Sparganium emersum-ultrasonik banyo-% 50 metanol-saf su (v/v)
:ekstrakti
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ekstrakti

TBHQ :Tersiyer butil hidrokinon

TEAK :Troloks esdeger antioksidan kapasitesi
TOCS :Toplam oksidan yakalama aktivitesi
TPTZ :2,4,6-tri[2-pridil]-s-triazin

TROLOX : 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil-kroman-2-karboksilik asit
uv : Ultraviyole
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1. GIRIS

Yiksek aktiviteli bilesikler olan serbest radikaller radyoaktif 1s1ma ¢evre kirliligi,
tiitlinliiniin yanmasi sonucu olusan duman, bitkilerin korunmasi igin kullanilan ilaglar,
bozulmus besinlerde ve insan viicudunda gergeklesen metabolik olaylarda meydana
gelmektedir. Insan viicudunda yiiksek aktiviteye sahip bu bilesiklerin artmasi ile
dengelerin degismesi sonucu, serbest radikal saldirisi ile hiicre zarinin zarar gérmesi
durumu oksidatif stres (gerginlik) olarak adlandirilir. Oksidatif stres; insan viicudunda
yiiksek aktiviteye sahip reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin yliksek oranlarda
tiretilmesiyle doku tahribatina, hiicre mutasyonuna ve 6liimiine, proteinlere etki ederek

yapisinin bozulmasina yol agmaktadir.

Serbest radikallerin olusumu sonucu meydana gelen oksidatif stres hiicre tahribati ve
yaslanma, ¢esitli kalp—damar hastaliklar1 (ateroskleroz ve yiiksek tansiyon), seker
hastaligi (diabet), sinir sistemi hastaliklar1 (Alzheimer ve Parkinson hastaliklari),
kikirdak doku iltihabindan olusan hastaliklar, solunum yollarinda meydana gelen

hastaliklar ve ¢esitli kanser tiirleri gibi hastaliklarin olusmasina etkin rol oynamaktadir

[1].

Serbest radikallerin etkisinden korunmak igin organizmalar antioksidatif korunma
sistemlerine sahiptir. Eger bu antioksidatif koruyucu sistemler iyi gérev yapmaz ise,
serbest radikallerin organizmada miktarinin arttigi gortliir. Antioksidanlar, serbest
radikallerin organizmaya verdigi zarar1 6nleyen ve durduran, yasamsal bilesenlerin zarar
gormesini Onleyen molekiillerdir. Antioksidanlarin, serbest radikallerin baglatmis
oldugu zincir reaksiyonunu durdurucu etkisi vardir. Giiniimiizde yapay antioksidanlarin
yan etkilerinin goriilmesi nedeniyle gida kimyasi ve tibbin, bitkilerden elde edilen dogal

antioksidanlara olan ilgisi 6nemli derecede artmustir [2].

Bitkilerden elde edilen bilesenler iginde birgok tibbi etkiye sahip gruplar bulunmaktadir.
Bu gruplardan en 6nemli olanlarindan birisi de antioksidan etki gosteren molekiillerdir.
Antioksidan etki gosteren molekiiller de kendi icinde farkli olmakla birlikte c¢esitli
tirlere ayrilmaktadir. Bitkilerden elde edilen 6ziitlerde bulunan ve antioksidatif 6zellik

gosteren en onemli polifenolik bilesik gruplari icerisinde fenolik asitler, flavonoidler,



flavanoidler, flavanoller, antosiyaninler, taninler, lignanlar ve katesinler gibi birgok
grup oldugu bilinir [3].

Aragtirma gruplarinca ortaya konan caligmalarda fenolik gruplarin, bir¢cok hastaligin
gelismesini énlemede ve tedavisinde énemli bir etken oldugu belirtilmistir. Ornegin
fenolik bilesiklerin, hiicrede meydana gelen, kanin akisinin kontrol eden ve diizenleyen
azot monoksit (nitrik oksit) olusumunu diizenlemede [4], kanserli hiicre olusumunun
baski altina alinmasinda [5], kalp-damar hastliklarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde [6,

7] 6nemli olduklar1 ortaya konmustur.

Diger taraftan, ozellikle yagl gidalarin oksidatif bozunmalara karsi korunmasi ve raf
Omriiniin daha uzun olmasini saglamak i¢in son zamanlarda besin maddelerine katilan
butillenmis hidroksianisol (BHA) ve butillenmis hidroksitoluen (BHT) gibi yapay
antioksidan maddelerin kanserojen etkilere sahip oldugu ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir [8-10]. Yapilan ¢alismalardaki tespitler, dogal antioksidan kaynaklarina
ve antioksidan etki gosteren degisik bilesik gruplari tespit etmeye yonelik ¢alismalara

olan ilgiyi 6nemli derecede arttirmistir [11].



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Giiniimiizde bir¢ok hastaligin olusumunun serbest radikaller (6zellikle oksijen ve azot
kaynakli radikaller) ve bu radikallerin olusturdugu oksidatif stres’ten kaynaklandigi
tahmin edilmektedir [12, 13].

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler halde eslesmemis tek elektrona sahip yapilara
verilen isim olarak bilinirler. Diger molekiiller ile kolaylikla elektron aligverisi
gerceklestiren bu gruplara “oksidan molekiiller” veya “reaktif oksijen tiirleri (ROT)”de
denilmektedir [14 ].

Serbest radikallerin meydana gelmesinde, zararli giines 1sinlarinin (UV), X isinlarinin,
sigarada bulunan zararli maddelerin, alkollerin ve yaglarin olusumu ve yikimi
olaylarinin, sanayi atiklarinin, yiikseltgeme egilimi biiyiikk olan metallerin, araglarin
egzozundan ¢ikan gazlarin, 0zonun (O3), Kirli havanin ve pis suyun da etkili olabildigi
bilinmektedir [15].

Serbest radikaller hiicre iginde gelisen olaylarin haricinde belirli dis etmenlerden de
kaynaklanabilir. Atomlar orbitallerinde hareket eden elektronlar birbirine zit yonde (ters
spinli ) ve ayn1 orbitalde en fazla iki elekron igermelidir. Bu durumda serbest radikaller
ti¢ farkl1 yolla olusabilir [16, 17].

1. Kovalent bagl bir bilesigin molekiiliiniin ortak bagin homolitik par¢alanmasi sonucu
olusan serbest radikaller. Bu bolinme sonucu, her bir atomda ortak bagdaki

elektrolardan esit sekilde kalir (Denklem 1).

AB —> A+B (1)

2. Kovalent bir molekiilden disariya bir tane elektron verilmesiyle veya molekiiliin ortak
baginin heterolitik olarak pargalanmasi sonucu olusan serbest radikaller. Heterolitik
parcalanmada kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlardan herhangi birisinde
kalir (Denklem 2).



AB —> A'+B )

3. Bir molekiil veya atom disaridan bir elektron alarak serbest radikal haline gelebilir.

Elektron alan molekiil veya atom 6nceden yiiklii halde bulunabilir (Denklem 3).

A+e — = AB® ®)

Biyolojik sistemlerde, serbest radikallerin olusumu ¢ogunlukla elektron aktarimindan
kaynaklanmaktadir. Olusan bu serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli halde ya da
notral halde bulunabilirler [18].

Olusan serbest radikaller nétralize edilerek kararli hale getirilmez ise insan viicudunda

onemli dlgiide tahribata neden olabilirler. Ornegin;

e Hiicre zarinin proteinlerini pargalayarak hiicreleri yok etmek.

e Zarlarin lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre zarin1 sertlestirip hiicrenin
gerceklestirdigi islevsel mekanizmayi durdurmak.

e (Cekirdek zarmi pargalayip ¢ekirdekteki genetik sifreye etki ederek
DNA’y1 olumsuz yonde etkilemek.

e (Canlilarin bagisiklik sistemine etki ederek bagisiklik sistemini olumsuz

etkilemek gibi.

Reaktivitesi yliksek serbest radikaller, atomlar ve molekiiller ile rahat bir sekilde
tepkimeye girmektedir. Olusan serbest radikallerin daha sonradan metabolizma da
gerceklesen olaylarin sonucunda da olustugu ortaya ¢ikmis ve giiniimiizde, Serbest
radikallerin gen mutasyonuna, hiicrelerde hasara, doku tahribatina ve canlinin erken
yaslanmasina yol actigi gesitli ¢aligmalarla ortaya konmustur [19]. Canlilar, serbest
radikallerin verdigi zarardan korunmak ve olumsuz etkilerini en aza indirgemek i¢in

antioksidatif koruma sistemlerine sahiptirler [20].



2.2. Oksijen ve Ozellikleri

Canlilar, solunum olaym1 devam ettirebilmeleri i¢in havada bulunan oksijen
molekiiliinii kullanmaktadirlar. Oksijen tiikketiminin biiyiik bir miktar1 solunum olayinda
kullanilmakta, az bir kismi ise oksijenin ihtiya¢ oldugu diger olaylarda kullanilmaktadir

Molekiiler oksijen (O), solunum zincirinde (elektron tasima sistemi) enerji kaynagi
olarak kullanilan molekiillerden (karbonhidratlar, yaglar ve proteinler) meydana gelen
NADH ve FADH,’ den elektron alarak suya indirger. Molekiiler oksijeninin oksitleme
siirecinde meydana ¢ikan ¢ikan enerji, ATP nin i¢inde bulunan fosfat baginda depolanir.
Oksijen molekiilii paralel durumda iki tane eslesmemis elektrona sahiptir [21]. Sekil

2.1’de molekiiler oksijenin elektron yapist gosterilmistir.

oM

Sekil 2.1. Molekiiler oksijenin elektron yapisi

Serbest radikaller, {izerinde eslesmemis elektron bulunduran yapilar olarak da
bilinmektedirler. Fakat Hg*?, Cu*? Co*? Fe* Sn' gibi gecis metalleri de
ortaklanmamig elektronlarin oldugu halde bu metaller serbest radikal grubu igine
alinmazlar. Ancak bu gegis metalleri serbest radikallerin meydana gelmesinde etkin bir

rol oynamaktadirlar [16, 21].

Serbest radikallerin 6zelliklerine bakildiginda molekiiler oksijen diradikalik olarak
belirtilmektedir. Diradikalik oksijen molekiiliiniin, radikal olmayan gruplarla etkilesimi
az ve yavas gerceklesmektedir. Ancak diradikalik oksijen molekiilii, serbest radikallerle

cok kolay ve hizli bir sekilde reaksiyona girebilmektedir.



Diradikalik oksijen molekiiliiniin {izerinde bulunan elektronlardan herhangi birisi, enerji
etkisiyle donme hareketinin tersi yoniinde spin kazanmasiyla singlet oksijen olusur.
Singlet oksijenin eslesmemis elektronlari bulunmadigindan radikaller ig¢ine alinmaz.
Fakat singlet oksijen, reaktif oksijen molekiiliidiir. Singlet oksijen delta ve sigma olmak
tizere iki tiirii vardir. Sekil 2.2’de Delta ve sigma oksijenin molekiiler elektron yapisi

gosterilmektedir.

.o oo L4 .o
. 4 .
0: 0" Qi 0
.o oo oo L4

o 02 (6} 02
Sekil 2.2. Delta ve sigma oksijenin molekiiler elektron yapisi

Organizmalarda, oksidasyon tepkimelerinin olusmasinin nedeni, gecis metallerini (Fe*?
ve Cu*? gibi metaller) ihtiva eden enzimler aracilig1 ile molekiiler oksijene bir elektron
aktarimi olmasidir. Molekiiler oksijen, diradikalik yapisindan dolay:1 yiiksek derecede
reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusturmaktadir [21].

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Organizmalarda gerceklesen metabolizma sonucu ortamda diisiik miktarlarda siiperoksit
radikali (O2) , hidrojen peroksit (H,O>) ve hidroksil radikali (OH) olusmaktadir. Olusan
bu reaktif oksijen tiirleri, bulunduklart ortamda dengelerin degismesine neden
olmaktadirlar. Asagida molekiiler oksijenin bir dizi tepkime ile suya kadar indirgenmesi

sonucu ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri gosterilmektedir (Denklem 4).

. e . e
0, —° 5 0, —> HO, OH R0 ®

Olusan reaktif oksijen tiirleri, ayn1 ortamda bulunan diger serbest radikallere etki ederek
radikalik olusum tepkimelerini baslatmakta ve bunlarin hiicre iginde karbon merkezli
organik radikaller (R"), peroksit radikalleri (ROQ’), alkoksi radikalleri (RO’), kiikiirtlii



radikaller (RS, siilfonil radikalleri (RSO") gibi degisik radikaller olusturmasina yol
acmaktadirlar [14, 21].

2.3.1. Siiperoksit Radikali (O,)

Siiperoksit radikali (0y), serbest radikallerin olusumunu tetiklemektedir. Stiper
oksitlerin olusum yerlerinin hiicrelerde mitokondride oldugu bilinmektedir [22].
Mitokondride ger¢eklesen elektron transferinde sadece bir elektronun taginmasi sonucu

stiperoksit radikali meydana gelmektedir (Denklem 5):

e

bopt

Molekdler oksijen Stiperoksit radikali
(superoksit anyonu)

02 > 0y  :0:0- (5)

Siiperoksit (O;) , dismutaz tepkimesi sonucu diger bir reaktif oksijen tiirii olan hidrojen
peroksiti (H,0,) olusturur. Dismutaz tepkimesi sonucu olusan hihrojen peroksit (H,0;)
gecis metallerinin etkisiyle aktivitesi yliksek olan hidroksil (OH) radikalini meydana
getirmektedir. Yaslanma sonucunda mitokondride siiperoksit (O,") ve hidrojen peroksit

(H203) radikallerinin tiretimi giderek artmaktadir [23].

Siiperoksit (O,) radikalinin etkinligi ve zarar verici etkisi olduk¢a azdir. Bu zayif
radikal, hidrojen peroksit (H.0,) gibi kuvvetli bir radikale kaynak olmakta ve
siiperoksidin, gecis metallerinin iyon hallerini indirgemektedir. Siiperoksit (O,) radikali

diisiik pH’da daha etkin bir radikaldir (Denklem 6):

<= (1:0:3) o, ©)

or ()

Siiperoksit (O) radikali ile perhidroksi (HO,) radikali bir proton ile birlikte

dismutasyon tepkimesine girerler ve biri okside olurken digeri indirgenir. Dismutasyon



tepkimesi sonucu ortamda molekiiler oksijen (O,) ve hidrojen peroksit (H,0,)
olugmaktadir (Denklem 7) [14, 22, 24].

HOz' + 02'- + H+ E— 02 + H202 (7)

Siiperoksit (O;) radikali enzimler vasitasiyla meydana gelebilecegi gibi nanoenzimatik
elektron alis verisiyle de meydana gelebilmektedir. Siiperoksit (O,) oksijen merkezli
bir radikal olup, secici ozellige sahiptir. Siiperoksit (O,) askorbik asit’in sulu
cozeltisini oksitleyebilmektedir. Bunun yaninda ferriketilendiamintetraasetik asit
(FesEDTA) ve sitokrom C gibi demir kompleksli bilesikleri de indirgeme ozelligine
sahiptir. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, Siiperoksiti (O2) hidrojen peroksit (H205)

ve molekiiler oksijene(O;) doniistiirmede kataliz gorevi almaktadir [25].

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,05)

Hidrojen peroksit (H,05), Siiperoksitin(O,") disaridan bir elektron alarak iki proton(H")

ile birlesmesi sonucu meydana gelir (Denklem 8):

e, 2H"

N

0y :QiQ- - H,0, H'Q:QH ®)

Super oksit Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H,0,), olusumu molekiiler oksijenin disaridan iki elektron almasi ve

iki tane proton (H") ile birlesmesinden de olusmaktadir (Denklem 9):

Oz + 2 + 2H+ _— H202 (9)

Canli organizmalarda hidrojen peroksitin (H20,) olusmasi, Siiperoksitin (O2)
dismutasyonuyla gerceklesmektedir.  Siiperoksitin  (O,)  dismutasyonunda, iki
siiperoksit radikalinin iki elektron ve iki proton (H") ile birlesmesi sonucu molekiiler

oksijen ve hidrojen peroksit olugsmaktadir (Denklem 10):



202'- + 2HY — H202 + 02 (10)

Dismutasyon tepkimesinde radikal olmayan firiinlerin olustugu bilinmektedir. Bu
tepkime iki tirli olusabilmektedir: ya spontan (kendiliginden) ya da siiperoksit
dismutaz enzimi yardimiyla katalizlenmek suretiyle. Spontan dismutasyonun ortam
pH’simin 4,8’ oldugu durumda en hizli gergeklestigi bilinmektedir. Enzimatik olarak
gerceklesen dismutasyon da ise daha yavag gerceklestigi ve ortamin pH’sinin nétiir veya
bazik oldugunda daha etkili oldugu bilinmektedir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal
olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri (ROT) grubuna alinmaktadir ve bu molekiil serbest
radikallerin olusumunda énemli bir rol oynamaktadir. Hidrojen peroksit, Fe*? veya diger
gecis metallerinin varliginda “Fenton tepkimesi” sonucu ve siiperoksit radikalinin (O;")
varhiginda da bir proton alarak “Haber-Weiss” tepkimesi yoluyla reaktivitesi ve zarar

verme egilimi ¢ok biiyiik olan hidroksil radikalini (OH") olusturur (Denklem 11, 12).

Fe2 + H,0, ———» Fe® + OH 4+ OH  Fenton Reaksiyonu (11)
H+
0, + H,0, % 0, + H,O + OH Haber - Weiss Reaksiyonu  (12)

Siiperoksitin  (O2) etkinligi diisiik oldugu igin lipidlerde ¢Oziiniirliigi smirh
gerceklesmekte fakat etkinligi yiiksek olan hidrojen peroksit (H2O;) lipitlerde kolay bir
sekilde ¢oziinebilmektedir. Bu etkiden dolay:r hidrojen peroksit (H,O;) diger bolgelere
kolaylikla gegerek, Fe*? ve diger gecis metallerinin bulundugu bolgelerde “fenton

tepkimesi” sonucu bu bolgelerin hasar gérmesine neden olabilmektedir [14, 21].
2.3.3. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil (OH’) radikalinin yiiksek etkinlikte bir reaktif oldugu bilinmektedir. Hidroksil
(OH) radikali “fenton” veya “Haber-Weiss” tepkimeleri sonucu hidrojen peroksitten
olusmaktadir. Ayrica hidroksil (OH) radikali, yiiksek enerjili radyasyonun suya etkisi

ile suyun iyonlarina ayrismasi sonucu da olusabilmektedir.



Hidroksil (OH’) radikalinin émrii ¢ok kisadir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) en
etkin olanlarindan birisidir. Hidroksil (OH’) radikalinin olustugu bolgelerde, tiyoller ve
yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton saglayarak tiyil adi1 verilen radikaller
(RS, organik radikaller (R’), organik peroksitler (RCOQ) gibi hasar verici ¢esitli
radikallerin olusmasina yol agtig1 bilinmektedir (Denklem 13, 14) [14,21].

R-SH + ‘OH
'CHz_ + ‘OH

RS + H,0 (13)
CH'- + H,0 (14)

Yy

Hidroksil radikali ¢evresinden aldig1 bir elektron ve bir proton (H") ile birlikte su
molekiiliinii olusturur (Denklem 15) [14, 21].

e, HY

(*O*H) OH’ »  H,0 (15)
Hidroksil radikali Su

2.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, canli organizmalarda serbest radikallerin vermis olduklar1 olumsuz
etkileri gideren ve viicudun i¢ dengesinin korunmasma yardimecr olan, canlilarin

kendilerine 6zgii savunma sistemleridirler [26].

Antioksidanlar 6zellikleri bakimindan alt1 grup iginde degerlendirmek miimkiindiir: (1)
serbest haldeki yag radikallerini inaktive durumuna getiren gercek Ozellikteki
antioksidanlar (6rnegin fenolik bilesikler), (2) hidroperoksitlerin serbest radikallere
dontismesini engelleyen hidroksiperoksitlerin kararliligini arttiran bilesikler (6rnegin
fenolik asitler gibi), (3) ger¢ek Ozellikteki antioksidanlarin etkisini artiran sinerjist
maddeler (sitrik asit, askorbik asit gibi), (4) agir metallere etki ederek zararsiz duruma
doniistiiren metal selat yapicilar (fosforik asit, sitrik asit gibi), (5) singlet oksijeni triplet

oksijen durumuna ceviren soniimleyiciler (karotenler), (6) radikalik 6zellik géstermeyen

10



fakat bir yolla hidroperoksitleri indirgeyen hidroperoksit indirgeyiciler (aminoasitler ve
proteinler gibi) [27].

Bir antioksidan madde, “reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) canlilarda ve gidalarda
olusturduklart bozunmalar1 yavaglatan, durduran veya tamamen ortadan kaldiran
maddeler” olarak da tanimlanmaktadir. Antioksidanlar, oksidasyonu iki sekilde
durdurabilme 6zeligine sahiptirler. Bu 6zelliklerden birincisi serbest radikalleri siipiire-
bilme yetenegidir. Bu tiir bilesikler “primer antioksidan” olarak bilinirler. ikinci tiir
antioksidan etki gosteren maddeler ise dogrudan radikal siipiirme yetenegine sahip
degildirler. Bu maddeler bir tiir mekanizma yardimi sonucu ortaya cikarlar. Gegis
metallerinin baglanmasi, hidroperoksitlerin radikal etki géstermeyen tiirlere doniismesi,
UV 15181 tutmak, singlet oksijenin deaktivasyonu, oksijenin ortamdan giderilmesi gibi
reaksiyonlar bu sekilde isleyen mekanizmalara 6rnek olarak verilebilirler. Bu 6zellikteki
bilesige “sekonder antioksidan” adi verilir. Primer antioksidanlara ise fenolik asitler,
flavonoidler, tokoferoller 6rnek olarak verilebilir. Bu bilesikler, besinlerin ve canli
organizmalarin serbest radikallerin etkisinden korunmalar1 igin tiiketilmektedirler.
Sekonder ozellik gosteren antioksidanlar ise genelde ortamda baska bir bilesenin
yardimi ile etkilerini gdsterirler. Ornegin, sitrik asit gibi bloke edici maddeler ancak
ortamda metal iyonu bulunuyor ise ve C vitamini gibi indirgeyici maddeler de ancak
ortamda tokoferoller ya da diger primer antioksidanlar bulunuyor ise sekonder

antioksidan etkisi gosterebilirler [28].

Bununla beraber antioksidanlar oksijene etki ederek, gidalardaki bozunma etkilerini
durduran maddeler olarak da bilinirler. Antioksidanlar, oksitlenmeyi kontrol altina
alarak iiriiniin kalitesini korumak, tadinin bozulmasini engellemek ve koruyucu ajan
olarak davranmak gibi etkilerle gidalarin raf omriinii uzatmakta ve gida sektoriinde
onemli bir yer tutmaktadirlar [29]. Gidalarda gergeklesen oksidasyonlar sonucu,
tirlinlerin renginin degiserek kahverengi hale gelmesi, kotii kokunun olugmasi, kotii tat
(acilik), fiziki kalite ve vitaminlerin 6zelliklerinin azalmasi gibi problemler olusur. Bu
olusan sorunlardan dolay1 Uluslararas1 Gida Kodeks Komisyonu (CAC), antioksidanlari
“g1dada yagin acilagmasini ve renk degisimleri gibi oksidasyon tepkimeleri sonucunda

olusan bozunmalari 6nleyerek raf dmriinii uzatan maddeler” olarak tanimlamistir [30].
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Lipitler ile oksijen arasinda UV 1s1gmin etki etmesiyle otoksidasyon denilen serbest
radikal zincir tepkimesi gerceklesmektedir. Baslangigta ilk once tepkime serbest
radikalleri olusturmaktadir. (Denklem 16):

Tepkimesinin Baglamasi: A-A —>  2A: (16)

Daha sonra tepkimenin ilerleyerek serbest radikallerin meydana gelmesi ve bunlarin

farkli radikalleri olusturmasi goriilmektedir (Denklem 17):

Tepkimenin Gelismesi: R-H+A- —> R-+H-A a7

Olusan farkli radikal baska kararli molekiilere etki ederek tekrar radikal olusturmaktadir

(Denklem 18).

R +A-A —> R-A+A (18)

Sonunda da, olusan farkli iki radikal birbiri ile birleserek kararli hale de
gelebilmektedirler (Denklem 19):

Tekimenin sonlanmasi: Farkl: tiir radikaller R- + A- — R—-A
Ayni tiir radikaller R-+R- —> R—R (29)
A+A — A-A

Otoksidasyon tepkimeleri, geri doniisimii gerceklesmeyen olaylardir. Tepkimenin
baglayabilmesi i¢in minimum enerjiye gereksinim vardir ve bu enerji de tepkimeyi

destekleyen prooksidan etkenler tarafindan karsilanmaktadir [31, 32].

Besinlerde gergeklesen lipit oksidasyonlari, sadece vitaminlerin, tadin bozulmasi ve
renk degisimine neden olmakla kalmaz, bunun yaninda serbest radikalleri de
olusturabilirler. Bu radikaller zararli ve istenmeyen tepkimeleri baslatabilmektedirler.
Bu tepkimeleri durdurmak veya en az seviyeye getirmek i¢in, antioksidanlar gectigimiz

yarim asir boyunca kullanilagelmistirler [33].
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Gidalarin bozulmasini1 6nlemek ve oksidasyon olusumunu engellemek icin kulanilan
yapay antioksidanlarin en oOnemlileri: BHA (Butillenmis hidroksi anisol), BHT
(Butillenmis hidroksitoluen), PG (Propil gallat) ve TBHQ (Tersiyer butil hidrokinon)
dur. Bu antioksidanlar, oksidasyon baslamadan once gidalarla karistirildiginda

oksidasyon tepkimesini durdurucu ve onleyici etki gostermektedirler [29].

Ayrica antioksidanlarin, besinlerde bozunmalarin baglamasini durduramadiklar1 veya
tamamen bozulmus olan bir besinin tadini diizeltemedikleri ve hidroliz veya mikrobiyal
etkilerden olusacak bozunmay1 durduramadiklar1 belirtilmektedir. Fakat BHA gibi bazi
fenolik Ozellikteki bazi antioksidanlarin anti-mikrobiyal etkilerinin de bulundugu ve

kiiflenmeye kars etkili olduklari tespit edilmistir [34].

Bir uygulamada en ideal antioksidani segmek i¢in;

e Antioksidan ilave edilecek gidanin tirii (6rnegin hayvansal ya da bitkisel
yaglara),

e Uygulanacak olan antioksidanin iyi dagilmasi i¢in ¢oziiniirliigi,

e Besinlerde rengi bozma durumu

e (Gidanin pH degeri

e (idaya yapilan islemin tirii, gegtigi prosesler (kizartma, firinda pisirme,
puskiirtmeli-kurutma gibi),

e Tadin notral olmasi
gibi faktorlerin dikkate alinmasi gerekmektedir.
Besinlerde antioksidanlarin dogru ve etkili bir bigimde kullanilabilmeleri igin,

gerceklesen oksidasyonlarin isleyis mekanizmasi ve antioksidanin bozulmayi engelleme

yetenegi gibi 6zelliklerinin ¢ok iyi bir sekilde bilinmesi gerekir [35].
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2.5. Antioksidan Tiirleri

2.5.1. Yapay Antioksidanlar

Yapay antioksidan olarak bilinen BHA (Butillenmis hidroksianisol) ve BHT
(Butillenmis hidroksitoluen) bunlardan ikisidir. BHA, yapisal olarak iki izomere sahip
bir karisimdir ve bunlar, 3-tersiyerbutil-4-hidroksianisol ve 2-tersiyerbutil-4-
hidroksianisol bilesikleridir. Bu izomerler grimsi kat1 pargaciklar halinde bulunur. BHT
ise beyaz kristal seklinde bulunur. BHT ve BHA yag1 seven Ozellikte olduklarindan
yaglarda iyi coziinebilmektedirler. Fakat suda ki c¢oziiniirlikleri oldukga diisiiktiir.
BHA’ nin gidalar i¢inde ¢oziinmesi BHT den daha iyidir. Genellikle gidalarda bulunan
yag oranina bakilarak, sadece birisi veya bunlarin bir karisimi yaklagik 200 ppm
oraninda kullanilir. BHA 06zellikle ucucu yaglarin renk, tat ve kokularinin
degismemesinde, ozellikle de kiiciik molekiillii yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol
etmede etkili bir rol oynar. Genel olarak bu izomer antioksidanlar tahillar ve tath
tiriinlerinin korunmasi i¢in kullanilmaktadir. BHA ve BHT beraber kullanildiklarinda
sinerjist etki olugmaktadir. BHA (Butillenmis hidroksianisol) ve BHT (Butillenmis
hidroksitoluen) in fazla tiiketilmesi, viicutta asir1 bir sekilde alerjik etkilere sebep
olabilmektedir. Giiniimiizde yapilan bazi ¢alismalarda bu iki maddenin kanserojenik
etkilerine dikkat ¢ekilmistir. Bu antioksidanlarin, Ulusal Gida Arastirma Konseyinin
aciklamas oldugu verilere gore gidalarda kullanimlarinda 1970’den itibaren azalma
Olmasina ragmen, giinlimiizde hala en fazla kullanilan antioksidanlar oldugu

belirtilmektedir [36].
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OH OH

C(CHa)3
C(CHg)3
OCH;4 OCH;4
4-metoksi-2-ter-butilfenol 4-metoksi-3-ter-butilfenol
(2-BHA) (3-BHA)

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

OH
(H3C)sC C(CHs)s

OCH;4
Sekil 2.4. 2,6-di-ter-butil-p-hidroksitoluen (BHT) ’in kimyasal yapist.

TBHQ (Tersiyer biitilhidrokinon) yapay antioksidani, kizartma yaglarini oksidasyona
kars1 korumak igin ¢ok¢a kullanilmaktadir. Grimsi bir toz olan TBHQ, kati1 ve sivi
haldeki yaglarda 1yi ¢6ziinebilmektedir. Propil gallatin tersine, demir ve bakir
iyonlariyla kompleksler vermez ve gidalarin kizartma isleminde gida i¢inde ¢ok iyi bir

sekilde dagilabilmektedir.

Tek basina veya BHA ile ya da BHT ile beraber de kullanilabilir. PG ile kullanildiginda
azaltic1 bir etki yaratigindan dolayr bu karsim pek kullanilmaz. Sitrik asit ile beraber
kullanildiginda kararli bir 6zelik kazanmaktadir. Bu antioksidan Avrupa iilkelerinde
yasaklanmistir. Gidalardaki kullanim siniri, yag miktar1 ile orantili olarak yaklagik

olarak en fazla % 0,02°dir [36].
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OH
C(CH3)3

OH

rfSekil 2.5. tert-butil-hidroksikinon (TBHQ) nin kimyasal yapisi.

Gallatlar 6nemli yapay antioksidanlardir. Gallik asit’in en fazla kullanilan esterleri,
propil gallat (PG), oktil gallat, dodesil gallat ve lauril gallattir. Bu antioksidanlar suda
Iyi ¢oziinmezler, yagda sadece oktil ve dodesil gallatlar iyi ¢6ziiniir. PG, beyaz kristal
veya toz halinde ticari olarak satilmaktadir. Erime noktast 148 °C olup, bu sicakligin
tizerine ¢ikildiginda 6zelligini kaybetmektedir. Bu antioksidan maddenin yirminci yiiz
yilin ortasindan beri gidalarda kullanimi giderek yayginlasmistir. Ticari olarak gallik
asit ile propil alkoliin esterlesmesiyle tiretilmektedir. PG, 6zellikle hayvansal yaglar ve
bitkisel yaglarin kararli olmasinda kullanilir. Ancak bitkisel yaglarda TBHQ’dan daha

az etkiye sahiptir.

PG demir iyonlar ile koyu renkli bir ¢ozelti olusturmakta ve Ozellikle, yagda ve
maddelerde istenmeyen mavi-siyah renk olusturdugu igin, kullanilirken sitrik asitle
karistirilarak gidalara eklenmektedir. Sitrik asit ile birlikte kullanilmasindaki amag,

demir ve bakir iyonlarinin baslattig1 oksidatif tepkimeleri 6nlemek veya yavaslatmaktir.

PG, BHA ve BHT ile birlikte kullanildiginda sinerjik etki olugturmakta ancak TBHQ ile
kullanimina izin verilmemektedir. Gallatlar, et ve et iriinlerinde, sosis, salamlar ve
cesitli baharatlarda kullanilmaktadir. Toplum saghigi ve temizlik bakimindan olumsuz

bir durum giiniimiize kadar bilinmemektedir [36].
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COOC3H;

HO OH
OH

Sekil 2.6. Propil gallat (PG)’in kimyasal yapisi

2.5.2. Dogal Antioksidanlar
2.5.2.1. C-Vitamini (Askorbik Asit)

Canli organizmalarin yagamlar1 boyunca en ¢ok ihtiya¢ duyduklart vitamin olan C-
vitamininin (Sekil 2.7), diger adiyla askorbik asitin, sudaki ¢oziintirligi yiiksek ve
serbest radikalleri dogrudan sondiirebilen giiglii bir antioksidandir. Askorbik asitin
cesitli gida maddelerinde acilagsmayi ve eksimeyi, meyvelerde renk degisimini ve
bozunmay1 durdurucu 6zellik gosterdigi bilinmektedir. Bitkilerden dogal olarak elde

edilebilecegi gibi kimyasal olarak da tiretilebilmektedir [37].

Askorbik asit gercek Ozellikteki antioksidanlar ile birlikte kullanildiginda bu

antioksidanlarin etkisini artiran sinerjist olarak gorev yapmaktadir [27].

HO

Z
7,
2
”
2
3

HO
HO OH
Sekil 2.7. Askorbik asidin yapisi1 (vitamin C)

2.5.2.2. Tokoferoller

En 1yi bilinen ve en genis kapsamli kullanilan antioksidanlardir. Tokoferoller ve

tokotrienoller olmak {izere iki gruba ayrilirlar ve her iki grup i¢in dort izomer (a-, -, y-
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ve 0-) vardir. Hemen hemen tiim gidalarda eser miktarda dahi olsa bulunurlar. Bu
gruptaki en 6nemli antioksidan E vitamininin en aktif formu olan a-tokoferoldiir [34].
Tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipid peroksil radikaline vererek
antioksidatif aktivite gostermektedirler. a-Tokoferoliin ayn1 zamanda hidroperoksitlerin
dekompozisyonunu yavaglattiklar1 bilinmektedir. Tokoferoller 1siya karsi oldukca
dayaniklidirlar. o-Tokoferoliin oksidatif kararliligi artirmada ve sicaklik arttikca
oksidasyon hizim1 azaltmada etkili oldugu bildirilmistir [38]. Tokoferol ve

tokotrienollerin genel yapilar1 Sekil 2.8’de verilmistir.

R1 =R, = R3 = Metil, a-Tokoferol
Ri1 = Rz = Metil, R, = H, B-Tokoferol
R1 = H, R, = Rz = Metil, y-Tokoferol
R; = R, = H, R3 = Metil, 5-Tokoferol

R; =R, = R3 = Metil, a-Tokotrienol

R1 = Rz = Metil, R, = H, B-Tokotrienol
R1 =H, R, = R3 = Metil, y-Tokotrienol
R; = R, = H, R3 = Metil, 3-Tokotrienol

Sekil 2.8. Tokoferol ve tokotrienollerin genel yapilari.
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2.5.2.3. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde ¢ok miktarda bulunurlar ve insanlar tarafindan siklikla tiiketilen
difenilpropanlardir. Flavonoidlerin en 6nemli kaynaklarinin sebzeler, meyveler ve
igecekler oldugu bilinir. Flavonoidler, kimyasal yap1 bakimindan C6-C3-C6 karbon
iskeleti ile gosterilirler. Bu iskelet iki aromatik halka, ti¢ karbonlu bir alifatik zincir ile
birbirine baglanmis durumdadir. Flavonoidler antioksidatif aktivitelerini, ksantin
oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile
etkilesip kompleks olusturarak, diger antioksidanlar ile tepkimeye girerek ve siiper
oksit anyonlar1 ve lipid peroksil radikallerine etki ederek gostermektedirler. Birgok
bitki dokularinda bulunan flavonoidler flavon, flavanol, izoflavon, antosiyaninler ve
kalkonlar1 icermektedir [ 39]. Baz1 6nemli flavon ve flavonoller asagida Sekil 2.9’da
gosterilmiglerdir [40 ].

R: R R R4 Rs
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
(b)

Sekil 2.9. (a) Flavonoidlerin genel yapisi ve (b) Bazi 6nemli flavon ve flavonoller.
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Flavonol (quercetin) ve flavanoller (katesin) insanlarin kullandiklar1 besinlerin temel
bileseni olarak bilinmektedirler. Flavanoller, antimutajenik ve antikarsinojenik aktivite
gibi biyolojik ozellikler gostermektedirler. Bu bilesiklerin antioksidatif etkileri, kansere
neden olan islemlerde oksijen radikallerini ve lipid peroksidasyonunu yavaslatici ve
engelleme bakimindan énemli bir yer tutmaktadir [41, 42].

Yapilan calismalar sonucunda bu grupta yer alan antioksidan molekiillerinin 6ncelikle,
kalp damar sistemi hastaliklarin1 onleyici ve diger birgok hastaligin ortaya ¢ikmasini

engelleyici etkiler gosterdikleri belirlenmistir [43].

Flavonoidlerin B halkasina baglanan hidroksil grubunun artmasi durumunda

antioksidan etkisinin arttig1 ortaya konmustur [44].
Polifenollerin altgrubu olarak bilinen flavonoidler, B halkasinin C halkasina baglandigi

bagin yeri ve C halkasi lizerindeki fonksiyonel gruplarin oksidasyon durumlari dikkate

alinarak baz alt guruplara ayrilmaktadirlar.

20



rAchis B Eilie)

Urptuoad
urpiuniad
urpruo8iead
WIpIafein
uiptuyep
UIpIUBAILS

I90IPIY-¢

geq y1d p-¢ ‘z-1

JOJUIpIURAISOIUY

BPJR[EPIS W] USWAY USWOH

unasIeny
URSLIA
[osoyurey|
URSUWIRIOZ]

080~ “ISYOIPIY-€

Fequid ¢-7

JR[[OUOAR]]

2A0s 1s0A|nsey eAos

unusuowIo 4
v ujueolg
SIS
UISISIuon
uzZpreq

oSY0-§

Feqyid ¢-7

JE[UOAB[JOZ]

Jepeaeyeq peides 8o 4

urposIn
umeSidy

080~

gequib ¢~

JB[UOAR[]

Jerepi§ snpig

UIUsBULEN
unaadsey
[opjipoLry

osyo-§

AHOA

IpfuoueA®] g

deses rziomy oA winzn 1Ziwany e

ej1ed-c-udoseyopesidy
rerjed-c-wsereidyg
upeseoredidg
urSereypdy

wdsyesorien uiserey]

je[[eg-0-¢

15304pHy ¢

oA

[ourAB[]

LBp{eudey uiseq nfnpuning

LISIPIOHOAR]] UISaq NIUI[Ig

uepdnag
[PUOAISHUO]
anwssyey )

1530213p
WSt ewiop
TIUIsey[ey )

nuoAsizod uiuigeq
U2j0 BUISEY[BY

7y wrwiseyjey g

epdnid
He pionoaely

‘[¢¥] orprouoaeyy epi8 usur]iq BIAIZeUARY 9A LIR[PR ‘LO[YI[[eZ0 [eseAwry ‘Lednid)e prouoae]] *|°z 821

21



2.5.2.4. Fenolik Asitler

Fenolik asitler bitkilerde ¢ok miktarda bulunurlar. Fenil propanoidler olarak da
bilinirler. Hidroksisinnamik asit ve hidroksi benzoikasit igeren iki ana gruba

ayrilmaktadirlar. Fenolik asitlerin genelini hidroksi sinnamik asitler olusturur [46 ].

Fenolik asitler, fenolik bilesiklerin 6nemli bir grubunu olusturmaktadirlar. Onemli
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 seklinde bulunurlar [40]. L-fenilalanin veya L-tirosinden p-
kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, sinapik asit ve klorojenik asit olusmaktadir. Bu
asitlerin yapisinda -CH=CH-COOH gruplarinin bulunmasi, hidrojen verebilme
ozelliklerini artirmakta ve bunun yaninda benzoik asitlere gore radikalleri daha kararl
hale getirmektedirler. Hidroksi benzoik asitler, yapilarindaki hidroksi ve metoksi

gruplarinin yerlerinin pozisyonlari ve sayilarina bagli olarak ¢esitlenmektedir.

Bu gruplardan en onemlilerine gallik asit, vanillik asit, siringik asit, resorsilik asit,
protokatekuik asit ornek olarak olarak verilebilir. Hidroksillenmeye ve hidroksil
radikallerine yiiksek reaktivite gosteren monohidroksi benzoatlar etkin hidroksil
gidericilerdir. Aromatik halka ile karboksilat grubunun arasina metilen grubunun
baglanmasiyla meydana gelen fenilasetik asitlerin orto ve meta hidroksi tiirevleri,
yaklasik olarak 1mM’a yakin konsantrasyonda antioksidan aktivite gosterirler.
Dihidroksi benzoik asitlerin tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri, hidroksillerin sekline
baglh olarak, orto-, para-durumlarinda yiiksek aktivitede olurken, meta, para-durumunda
diisiik aktivitede olmaktadir [5].

COOH COOH
OH OH
Protokatesuik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit) Vanillik asit

Sekil 2.10. Benzoik asit tiirevi bazi fenolik asitler.
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Sekil 2.10 Devam ediyor..

COOH

COOH
H3CO’ i "OCHs hg” i ™ on
OH
Siringik asit Resorsilik asit
COOH
COOH
HO OH
OH
OH
p- Hidroksibenzoik asit Gallik asit

Sekil 2.10. Benzoik asit tiirevi bazi fenolik asitler.

OH OH
i i _OH

CH=CHCOOH CH=CHCOOH
p-Kumarik asit Kafeik asit
OH OH
i LOCH; H;CO. i LOCHj3
CH=CHCOOH CH=CHCOOCH
Ferulik asit Sinapik asit

Sekil 2.11. Sinnamik asit tiirevi baz1 fenolik asitler
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2.5.2.5. Fenolik Polimerler (Tanenler)

Fenolik polimerler yiiksek molekiil kiitlesine sahiptirler. Tanenler, kondense ve hidroliz
olabilen olamak tizere iki kisimda incelenenirler [47]. Kondense tanenler, polimerik
flavonoidlerdir [48]. Hidrolizlenebilir tanenler, gallik asit ve benzer bilesiklerin
karbonhidratlarla esterlesmesiyle olusurlar [47]. Bunlardan en 6nemlileri, besin tanenleri
olan katesin ve epikatesinin fenolik polimerleridir. Bu polimerler koyu renkli

goriinlimiinde ve eksimsi tada sahip bilesiklerdir [46].

OH
OH
HO o
T o
OH OH
HO
HO /0;(
~ OH
OH OH
HO
OH
OH

Sekil 2.12. Fenolik polimerlerin yapisi
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2.5.2.6. Karotenoidler

Karotenoidler, havyanlar i¢in o6nemli olmalarma ragmen bitkilerde olusurlar.
Karotenoidlerin yapisinda ¢ok miktarda ¢ift bag bulunmaktadir ve bu ¢ifte baglarin
konjuge olmalarindan dolay1 renkli yapiya sahiptirler. Kirmizi renkten agik sariya kadar
renkli, bir ¢ok bitkilerde ve hayvanlarda mevcut olan, yapisinda azot bulunmayan, suda
¢cozlinlirliigli az olan, fakat organik ¢oziiclilerde ve yaglarda iyi ¢Oziinebilen renkli
pigmentlerdir. Bu renkli pigmentler bitkilere renkliligi kazandirmaktadirlar.
Karotenoidler, sebze, meyve ve ¢igeklerin Kkarakteristik renklerinin olusumunu
saglamaktadir. Havug, misir, domates, tereyagi, siit, yumurta saris1 ve renkli bir¢ok
bitkide bol miktarda bulunur. Karotenoidlerden en iyi bilineni A-provitamini olarak da
taninan P-karoten’dir. A vitamini tek basina anti-oksidan 6zellik gostermez fakat f-

karoten kediliginden antioksidan aktivite gosterir [49].

Sekil 2.13. B-karotenin yapist

2.6. Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesinde Kullanilan

Baz1 Yontemler

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

Bu yontem antioksidanlarin radikal giderme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve

gegerli bir yontem olarak bilinmektedir [50].
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Sekil 2.14. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin yapisi.

Antioksidan-DPPH radikali tepkime mekanizmasi asagida Sekil 2.15 te ki gibi
islemektedir.

| |
N® + AH NH + A"
02N NOZ OZN N02
O,N ON

Sekil 2.15. Antioksidan-DPPH radikali tepkime mekanizmasi

DPPH, hos goriiniimlii mor bir renge sahip bir radikaldir. Antioksidandan bir proton
(H") koparip kendisini indirgeyerek o, o -difenil-B-pikrilhidrazil molekiiliine déniisiir ve
bu tepkime sonucu hos goriiniimlii rengi acilir. Bu yontemle ilgili en ¢ok uygulanan
metod olan delokalizasyon metodu, DPPH’in antioksidanlarla tepkimeye girmesi
sonucu konsantrasyonunda meydana gelen azalmanin, 515-517 nm dalga boyunda bir

spektrometre ile absorbans farki olarak ol¢iilmesi ilkesine dayanir [51, 52].

DPPH analiz metodunda belirli miktarda DPPH ¢o6zeltisi ve 6rnek ¢ozeltisi karistirilip,

tepkime baslatildiktan sonra 50 dakika veya karisimin absorbansi sabitleninceye kadar
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gecen siire sonrasi, spektrometreyle 517 nm de absorbans 6l¢iiliir. Indirgeme tepkimesi
stiresince ¢ozeltideki DPPH’in karakteristik 6zelligi olan hos goriiniimlii mor rengin
giderek agilmasiyla sarimsi bir renk olusur [52]. Cozeltide kalan DPPH, antioksidan
konsantrasyonu ile orantilidir. Antioksidan baslangicta konsantrasyonu yiiksek olan
DPPH’1 yukaridaki reaksiyon geregince siipiiriir. Bu radikalin konsantrasyonunu yariya
diisliren antioksidan degeri ECso ( ya da 1Csp ) olarak verilir. DPPH metodu basit ve hizli

oldugundan antioksidan aktivitesi belirlemede siklikla kullanilan bir yontemdir [52].

2.6.2. ORAC Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi Yontemi

Bu yontem Cao ve ekibi tarafindan gelistirilmistir [53]. Canli organizmalarda en ¢ok

karsilasilan radikal tiirii olan peroksil ile islem gordiigiinden dolay1 giiniimiizde oldukca
stk kullanilmaktadir. Bu metodda da engelleme derecesi sabit alinip engelleme
zamanina bakilarak veya engelleme zamani sabit alinip engelleme derecesine bakilarak
antioksidan aktiviteyi direk olarak hesaplayabilmek mimkiindiir [54]. Bu ydntem
peroksille islem gordiiglinden dolay1 peroksiller hari¢ diger radikalleri belirlemede

kullanilabilir.

2.6.3. ABTS Yontemi / TEAK (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi)

ABTS yontemi, troloks esdegeri antioksidan kapasitesi olarak da bilinir. Miller ve
digerleri tarafindan gelistirilmistir [56]. Bu yontem, renkli olan 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) radikalik katyonunun absorbansimin, proton (H")
veren antioksidanlar tarafindan giderilmesine dayanan bir yontemdir. Absorbans
degerindeki absorbans farkindan yararlanilarak toplam antioksidan kapasitesi troloks (E
vitamini tiirevi) cinsinden verilir. Aktivitesi tayin edilecek Ornegin 1 mM’lik
¢ozeltisinin aktivesine esdeger olan troloksun mM konsantrasyonu (TEAC) aktiviteyi
belirtir. Gergcek metodda ABTS." katyonunun kendine 6zgii absorbsiyon spektrumu
660, 734 ve 820 nm’de maksimum vermektedir [55, 56 ].
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Sekil 2.16. ABTS.+ katyonunun yapisi

2.6.4. p-Karoten/Linoleik Asit Model Sistemi

Bu yontemde, sabit ve belirli bir sicaklikta, serbest radikal zincir tepkimesi yoluyla
linoleik asidin oksidasyonu sonucu meydana gelen peroksitler yoluyla, ortamdaki f-
karotenden kaynaklanan rengin degismesi ilkesine dayanarak tayin yapilmaktadir [56].
Linoleik asitle B-karotenin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir.
Diallilik metilen gruplarindan bir protonun alinmasiyla olusan linoleik asit serbest
radikalleri yiiksek derecede ¢ift bag iceren B-karoten molekiiliine saldirir. f-karoten bu
olayla okside olur ve kismen bozunur. Sistem, rengin olusmasina neden olan kromofor
grubunu ve bundan kaynaklanan kendine 6zgii rengini kaybeder. Gergeklesen olay
spektrofotometrik olarak izlenir ve karsilastirma i¢in BHA veya BHT gibi yapay dogal
antioksidanlar kullanilir [57].

2.6.5. FRAP (Demir(IIT) indirgeme Antioksidan Giicii) Metodu

Bu metod, demir(Ill)’iin indirgenme o6zelligi kullanilarak antioksidan aktivitesini
Olgmek igin  gelistirilen ve kullanilan bir yontemdir. Renksiz haldeki
demir(lIDtripridiltriazin ~ (Fe(I11)-TPTZ), antioksidanlarla pH=3,6 ortaminda
indirgenerek demir(ID)tripridiltriazin’e (Fe(II)-TPTZ) doniisiir. Bu doniisiim olayinda
renksiz (Fe(ll)-TPTZ), (Fe(I)-TPTZ )’e doniiserek mavi renkli bir ¢dzelti olusturur.
Olusan rengin siddeti spektrofotometrede absorbans degeri belirlenerek antioksidan

giicii ol¢tlir [58, 59].
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Sekil 2.17. FRAP reaktifi ile antioksidan bilesik arasindaki etkilesim.

2.6.6. Cu(11) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yoéntemi

Apak ve arkadaglarimin gelistirdigi bu yontemde [60], 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neocuproin-Nc)’in Cu(ll) ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksi (Cu(l1)-Nc),
bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc]’e donlismekte ve bu olayda bakirin indirgenmesinden
yararlanilarak Cu(ll)-Nc¢’in 450 nm’deki maksimum absorbansi 6lgiilmek suretiyle
antioksidan aktivitesi bulunmaktadir. Bu metoda, “bakir(Il) iyonu indirgeme antioksidan

kapasite yontemi” denilmis ve bu kisa bir sekilde CUPRAC metodu olarak ifade edilmistir.

Bu teknik, sulu Cu(ll) kloriir ¢ozeltisi, alkolde hazirlanmig neokuproin (2,9-dimethyl-1,10-
phenanthroline) ¢ozeltisi, sulu amonyum asetat (pH=7 tamponu) ¢ozeltilerinin
karistirilmasi, antioksidan ekstraktlarinin  eklenmesi ve belirli  bir siire sonra
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda absorbans olgiilmesiyle gergeklestirilir. Bazi
antioksidanlarin renk olusumu hizli gergeklesirken (askorbik asit, gallikasit ve kuersetin
gibi ), bazilar ise yavas gerceklesmekte (naringin, naringenin gibi), bu olay1 hizlandirmak
i¢in 50 °C’de 20 dakika tepkimenin olusmasi saglanmaktadir. Bu yontemde de, troloks veya

benzer bir madde karsilastirma amaciyla kullaniimaktadir [60].
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Sekil 2.18. Cu(Il)’ nin antioksidan madde ile Cu (I)’ e indirgemesi

Cizelge 2.2’de literatirde mevcut bazi diger  antioksidan kapasitesi Olgim

yontemlerinin ¢esitli 6zelliklerine gore siniflandirilmas: gdsterilmistir.
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2.6.7. Folin-Ciocalteu (FC) Metodu: Toplam Fenolik Madde Tayini Metodu

Besinlerin biinyesinde mevcut olan toplam fenolik madde miktarinin hesaplanabilmesi,
antioksidan aktiviteyi olusturan hidroksil gruplari hakkinda bilgi elde edinilmesi
acisindan ¢ok onemlidir. Folin-Ciocalteu (FC) yontemi, dogal maddelerin toplam
fenolik madde miktar1 Ol¢iimi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu teknigin temel
mekanizmasi oksidasyon tepkimelerine dayandigi igin, diger bir antioksidan aktivite

6l¢iim metodu olarak da kullanilabilir.

Folin-Ciocalteu reaktifi ile fenolik maddeler etkilestirilerek bunlarin okside olmasi ve
belirli bir siire beklemek suretiyle tepkimenin tamamlanmasi saglanir. Olusan renkli

karisimin 745-765 nm de absorbanslar1 okunur [52].

Folin-Ciocalteu reaktifi, fenolik 0zellik gostermeyen maddeler tarafindan da
indirgenmekte olup sadece fenolik bilesenlere kars1 spesifik degildir. Folin-Ciocalteu
reaktifinin, fenolik bilesikler ile tepkime verebilmesi igin ortamimn pH’s1t sodyum
karbonat ile yaklasik 10’a ayarlanir. Fenolik bilesiklerdeki protonlarin ayrilmasi ile
fenolat anyonlar1 olusur ve bu suretle Folin-Ciocalteu reaktifini indirgeme 6zelligine

sahip olurlar [53].

Folin-Ciocalteu yontemi, hassasiyeti ve kesinliginin yiiksek oldugu bilinen bir
yontemdir. Fakat tepkime, pH’1 diisiik bolgelerde yavas gerceklesmekte ve 6zeligini
yitirmektedir. Ortamda ekstrakte olmus proteinlerin de olabilmesi bu yontemin
dezavantajidir. Bundan dolay: spesifik bir metot oldugu kabul edilmemektedir. Ayrica
analiz sirasinda ortamda kolayca indirgenen maddelerle ¢ok rahat tepkimeye
girmektedir. Bunun i¢in ekstrakte olan proteinler ve kolayca yiikseltgenen maddelerin
ortamda bulunmamasi son derece onemlidir [51]. Bu yontemde karsilastirma referans
standardi olarak genellikle gallik asit kullanilir. Literatiirde farkli standartlar da
kullanilmaktadir [52].

33



2.7. Yiiksek-Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bir ayirma teknigi olan yiiksek performansli sivi kromatografisinde (HPLC), bir
¢oziiclide ¢oziinmiis olan bilesikler, hareketsiz sik1 bir faz igeren kolon iginden, yiliksek
basingli pompa ile gonderilen hareketli faz yardimi gegmeye zorlanirlar. Hareketli faz
icindeki bilesenler, durgun ve sik1 faza kars1 farkli ilgilerinden dolay1 degisik hizlarda
ilerleyerek kolondan farklt zamanlarda c¢ikmaktadir. Kolonun c¢ikisina yerlestirilen
uygun bir dedektor yardimiyla farkli zamanlarda kolondan ayrilan maddeler sirasiyla
belirlenerek kaydedilir. Yiiksek hizli ayrimlarin  yapildigt bu isleme, yiiksek

performansl (basingl) s1vi kromatografisi denmektedir [63].

Yiiksek performansli sivi kromatografi sisteminin birimleri ve ozellikleri su sekilde

siralanabilir:

a)Hareketli/ Tasiyic1 Faz Depolari

b)Tastyic1 Faz Hareket Birimi; Pompa sistemi
c)Enjeksiyon (Ornek Yiikleme) Sistemi
d)Ayirma Birimi; Analitik Kolon(lar)
e)Ol¢iim Birimi; Dedektor(ler)

f)Yazim Birimi; kaydedici, Integrator

g)Atik Deposu
drnek
ﬁ et Enjeksivon
fare ' U zistemi
azl
Declektdr
pompalama
sistemi
Analitik Kolon

B
?:;ertn i - Atk

Kaydedici Deposu

Sekil 2.19. HPLC cihaz1 akis semasi [63].
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Hareketli fazin akis hizi ayirma siiresince ayni olmalidir. Durgun fazda bozunma ve
tikaniklik, basincta ve akis hizinda degisiklige neden olabilir. Pompa sisteminin diizgiin
caligabilesi i¢in bu sistemin icerisinde hava kabarciginin olmamasina dikkat edilmelidir.
Pompa yiiriitiicii fazi1 deposundan alarak ilk Once enjeksiyon sistemine gonderir.
Enjeksiyon sistemi otomatik veya manuel olmak tizere iki farkli sekilde olabilmektedir.
Manuel olan bir sistemde 6rnek enjeksiyonu isleminin kolaylikla yapilabilmesi ve
¢Oziicii akisinin enjeksiyondan etkilenmemesi icin analiz edilecek 6rnek ¢ok uclu bir
valfe gonderilir. Bu valf yardimiyla 6rnegin bulundugu hareketli fazin kolana dogru

taginmasi saglanir.

HPLC analitik kolonlar, 2-8 mm i¢ ¢apina sahip, mikropartikiillerden veya pelikiillerden
yapilmis dolgulu kolonlardir. Bu kolonlar paslanmaz c¢elikten veya kartus seklinde
olabilmektedir. Bu sistemde gerekli kosullar iyi ayarlandiginda, kolonda birbirinden
ayrilan kompleks karigim, hareketli faz yardimiyla 6l¢iim birimi olan dedektore taginir.
Dedektoriin, maddenin derisimi ile orantili bir 6zeligini Ol¢iilebilmesi ig¢in uygun

kosullar saglanmalidir. Dedektdr yardimiyla analiz edilecek maddelerin  derisimi

belirlenir [64].

Bu ayirma metodunda bilesenleri birbirinden ayirmak igin yararlanilan Onemli
faktorlerden birisi de hareketli fazdir. Farkli polaritedeki organik c¢oziiciiler ile
numunenin birlikte kolondan yiiriitiilmesiyle daha iyi bir ayirma saglanabilir. Ayirmada
kullanilan hareketli fazin akis hizi genelde 10-60 ml/saat hizindadir. Bu akis hizim
meydana getirebilmek icin hareketli faza uygulanan basing 30-400 atm arasinda
degismektedir. Uygulanan basing hareketli fazin viskozitesine, kolonun geg¢irme
ozelligine, kolon dolgu maddesinin tanecik boyutuna bagli olarak degisir. Kolonun
boyunun artmasiyla ve kolonun dolgu maddesinin tanecik boyutunun azalmasiyla
hareketli fazin akis hizinda azalma meydana gelir. Hareketli fazin akis hizinin
degismemesi icin basincin arttirilmast gerekir. Hareketli fazin akis hizi, dedektor

cikisina yerlestirilen hacmi belirli kaba sivinin dolmasiyla gecen zaman olgiilerek

bulunur [63].
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HPLC ile yapilacak ayirmalar degisik yontemler uygulanarak yapilir. Ayirmada
kullanilan yontem yapilan ¢alismanin tiiriine, analiz edilecek numunelerin 6zelliklerine

baglhdir [65].

Genelde HPLC ayirma yontemleri dagilma tipinde c¢alismaktadir. Dagilma
kromatografisi sabit ve hareketli fazin birbirine gore polar olusuna bagli olarak iki
kisma ayrilir. Normal faz (NP), sabit haldeki fazin hareletli olan fazdan daha polar
oldugu durumdur. Bunun iginde polarligi az olan bilesikler durgun fazdan ilk olarak
cikmaktadirlar. Durgun fazda ilerleyen analitin tutulmasi hareketli fazin polarliginin
artmasiyla azalir. Ters fazda ise (RP) sabit haldeki faz daha az polariteye sahiptir. Bu
durumda polaritesi yiiksek olan analitler sabit fazi daha cabuk terketmektedirler.
Ayirmada hareketli fazin hidrofob 6zelligi artik¢a analitin kolonda tutunmasi azalir.
Genellikle HPLC sistemlerinde ters faz (RP) kullanilmaktadir. Ters faz
uygulamalarinda da en yaygin olarak C18 kolonlar kullanilir [66].

Analitler kolonda ilerleyerek farkli zamanlarda kolondan ayrilir. Bu ayrilan analitler bir
spektrometrik sistem yardimiyla analiz edilir. Ayrilan analitler UV ve goriiniir bolge
1sinin1 gegirebilen bir numune hiicresinden gegirilir. Numune hiicresinden belirlenen
dalga boyundaki 1sinlar gegiriliyorken analitlerin yaptiklar1 absorbanslar bir dedektor
yardimiyla belirlenerek kaydedilir. Genellikle dedektor olarak diyot serili dedektdr
(DAD) kullanilmaktadir. Cift 1sinl bir cihazda, 151k kaynagindan ¢ikan 15in demeti bir
ayirict yardimiyla ikiye ayrilir. Bu 1ginlardan biri analit igermeyen referans hiicresinden,
diger 151n ise analit igceren hiicreden gegirilerek, analitlerin absorsiyonlar1 bu ikisini farki

olarak hesap edilir. Béylece HPLC kromatogramlari elde edilir [67].

HPLC, fenolik maddelerin ayrilmasinda kullanilan 6nemli bir metottodur. Ters fazh
(RP) kolon kullanimi fenolik bilesikleri ayirmada daha fazla yaygindir. Gidalardan elde
edilen fenolik analitler genellikle UV goriiniir dalga boyunda UV-Vis dedektorii ve
DAD (diyot serili dedektor) ile dl¢iilmektedir [68].

HPLC de polifenolik maddelerin belirlenmesinde, kolondan gegerkenki alikonma

zaman1 temel alinmaktadir ve bu alikonma zamanlar1 bilesiklerin kimyasal yapisina
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baglidir. Hidroksitlenmis ve gilikozitlenmis fenolik analitlerin kolonda alikonma
zamant kisa gerceklesirken, metillenmis fenolik analitlerin kolonda alikonma zamani ise

uzundur. [69].

HPLC tekniginde bir standardin konsantrasyonuna kars1 olusan pik alanlar1 kullanilarak
kalibrasyon egrileri ve her bir standart’in kolandan ayrilip gelme zamanlar1 belirlenir.
Cesitli  standartlarin  kalibrasyonu igin siralanan dalga boylar1 kullanilir. Bitki
ekstraktlarinin  fenolik bilesimlerinin pikleri elde edildikten sonra, kalibrasyon

egrileriyle karsilastirilarak bu bilesimlerin konsantrasyonlar1 hesaplanir.

2.8. Antioksidan Madde Ekstraksiyonu I¢in Kullamlan Teknikler

Bu teknikler, sivi ¢oziicli ekstraksiyonlari, kati faz ekstraksiyonlari, siiperkritik akigkan
ekstraksiyonlar1 ve ultrasonik esasli ekstraksiyonlar olmak iizere dort kisimda ele
alinabilirler [70].

2.8.1. Siv1 Coziicii Ekstraksiyonlari

Tibbi Ozellikteki bitkiler ve gidalarda bulunan fenolik bilesikler, polifenoller ve
polihidroksi fenoller olarak da bilinmektedir. Giiniimiizde yapay antioksidanlarin ¢esitli
zararl etkilerinden dolay1 yapay antioksidanlara olan ilgi giderek azalmaktadir. Bu
eksikligi gidermek icin son yillarda dogal antioksidanlara olan ilgi ve bunlarin
bitkilerden elde edilmesi ¢alismalar1 giderek artmaktadir. Bitkilerden elde edilen dogal
kaynakli antioksidanlar sadece gidalar i¢in koruyucu etki géstermemekte, ayn1 zamanda
saglik tlizerine de olumlu etkiler gostermektedirler. Coklu OH grubu bulunduran
polifenoller hidrofilik o6zellik gosterirler ve metanol ve su gibi ¢dziicii ortaminda

ekstarkte edilebilirler [71].

Ekstraksiyon ¢oziiciisii, ortamdaki maddelerden analiti kolay ¢6zmeli, diger maddeleri
ya hi¢ ¢cozmemeli ya da ¢ok diislik diizeyde ¢ozmelidir. Coziicli se¢imi daha sonraki
adimlar i¢in uygun olmahdir. Kullanilan ¢oziiciiniin polaritesi hedef bilesenin

polaritesine yakin olmalidir. Bu nedenle apolar ozelikte ve lipofilik ozellikteki
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maddelerin  ektraksiyonu i¢in apolar olan hekzan, pentan gibi ¢doziiciiler
kullanilmaktadir. Diger yandan polar bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in daha polar olan
asetonitril, metanol, etilasetat su gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Ayrica genis bir
polaritede ekstrakt elde edilmek istenirse polar-apolar ¢oziici karigimlart tercih
edilmelidir. Diger bir yontem ise once polar ¢dziiciide daha sonra ise apolar ¢oziiclide

ekstraksiyon islemleri yapmaktir [72,73].

2.8.1.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Resim 2.1 Calismada kullanilan Soxhlet ekstraksiyon sistemi
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Soxhlet ekstraksiyonu genellikle, kuru numunelerin ekstraksiyonunda kullanilan bir
tekniktir. Numune filtre kagidindan yapilmis bir kartus icinde Soxlet ekstraktoriine
yerlestirilir. Ekstraksiyonda ¢ozcii olarak genellikle organik coziiciiler kullanilir. Cam
balona konulan ¢6ziici bir mantolu 1sitict yardimiyla isitilir ve bdylece c¢oziicii
buharlastirilir. Coziicii buhar1 geri sogutucuya geldiginde yogunlasarak filtre kagidina
sarili numunenin tizerine damlalar halinde diiser. Numunenin bulundugu ekstraksiyon
tiipliniin ¢oziicliyle dolmasiyla, geri devir kolunun seviyesine ulasilir ve burada sifon

olusarak ¢Oziicli cam balona bosalir.

Ekstraksiyonda gergeklesen bu olaylar ekstraksiyon tiipiiniin i¢erisindeki ¢oziicii renksiz
oluncaya kadar devam eder. Ekstraksiyonda dongii sirasinda, ekstraksiyon tiipiinde
bulunan numunedeki hedef bilesen ¢6ziiclide ¢oziintir. Sifon ile ¢oziicii ve hedef bilesen
cam balona gecer. Isitilan cam balonda yalnizca ¢oziicii buharlastigi i¢in hedef bilesen
tekrardan dongliye katilmaz Bu olay, Soxlet ekstraksiyon tekniginin en Onemli
Ozeligidir. Burada, yalnizca saf ¢oziicii kati numuneyi ekstrakte etmek i¢in buharlasir ve
yogunlagarak dongliye katilir. Boylece Soxlet ekstraktoriiyle yapilan ekstraksiyon
verimi daha yliksek olmaktadir. Bu ekstraksiyon metodunda kolaylikla buharlagabilen
coziicliler kullanildigindan dolayr hedef bilesen ile ¢oziicii birbirinden kolaylikla

ayrilmaktadirlar.

2.8.1.2. Basing¢h Coziicii Ekstraksiyonu ve Uygulamalar:

Basingli ¢oziicii ekstraksiyonu (BCE), genelde kati numunelerdeki hedef bilesenleri
ekstrakte etmek igin kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte numunedeki hedeflenen
bilesenleri iyi bir sekilde ¢ozebilmek icin ¢oziicliye yliksek sicaklik ve yliksek basing
uygulanarak c¢oOziiciiniin ¢ozme Ozelligi degistirilmektedir. Sicakligin  etkisiyle
viskozitenin diisiiriilmesi sonucu ¢dziicliniin 1slatabilme yetenegi artirilmaktadir.
Normal sartlarda su ile ekstrakte edilemeyen hedef bilesenler, BCE teknigi kullanilarak
sicakligin ve basmcin etkisiyle suyun ¢ozme oOzelliginin degistirilmesiyle kolaylikla
ekstrakte edilebilmektedir. Coziicii olarak c¢ogunlukla suyun kullanilmasi, toksik
olmamasi, g¢evreye zarar vermemesi ve SUyun ucuz bir ¢oziicii olmasi teknigin

avantajlarindan bazilaridir [74].
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Geleneksel ekstraksiyon tekniklerine alternatif olarak gelistirilen BCE teknigi,
ekstraksiyon siiresi, ¢Oziicii tiiketimi, ekstraksiyon verimi ve uygulanan yontemin
tekrarlanabilirligi bakimindan da diger ekstraksiyon tekniklerine gore tstiinliikler

sunmaktadir [75].

Bu teknik, ¢oziiciilerin kritik noktalarina ulasmadan, yiiksek basing ve yiiksek sicaklikta

ekstraksiyon isleminin gergeklestirilmesi nedeniyle literatiirde:

* Basingli ¢oziicii ekstraksiyonu ,

* Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu,

* Basin¢l akiskan ekstraksiyonu,

* Basingli sicak ¢oziicii ekstraksiyonu

* Yiiksek basingli ¢oziicii ekstraksiyonu

* Yiiksek basing yiiksek sicaklikta ¢oziicii ekstraksiyonu

* Subkritik ¢oziicli ekstraksiyonu
gibi farkli isimlerle anilmaktadir.
Bu teknikte ¢6ziicii olarak su kullanildig1 zaman ise;
* Subkritik su ekstraksiyonu,
* Sicak su ekstraksiyonu,
* Basingli sicak su ekstraksiyonu,
* Yiiksek sicaklikta su ekstraksiyonu,
« Siiper 1s1tilmis su ekstraksiyonu
gibi isimler almaktadir.
BCE, yiiksek basincin etkisiyle ¢6ziicliniin kendi kaynama noktasi tizerinde dahi sivi

halde bulunmasina ve boylece yiiksek sicaklikta ekstraksiyonun ger¢eklesmesine olanak
taniyan bir teknik olarak taninmaktadir. Bu teknik ile 3-20 dakikada 3-20 MPa basing
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ve 40-200 °C sicaklikta, bu kosullara dayamkli kapali bir ortamda numunenin
ekstraksiyonu kolaylikla yapilmaktadir. BCE teknigi suyun ¢dzme 6zelligini arttirarak
fitokimyasallarin ~ ekstraksiyonunun daha etkili bir sekilde gergeklesmesini
saglamaktadir [76].

Yiksek
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l’f_h\- 2 Ekstraksivon
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Sekil 2.20. BCE cihaz sisteminin semast

2.8.2. Kati-Faz Ekstraksiyonlari

Kati-faz ektraksiyonu, bir ¢ok geleneksel ekstraksiyon metoduna gore daha hizl
gerceklesen ve daha duyarli bir ekstraksiyon teknigidir. Kati-faz ektraksiyonu teknigi ile
numune hazirlama oldukga basittir. Bu teknikte kati faz igin, Cs, C1s, Cis-ters-faz, iyon
degistirici, poliamid gibi ekstraksiyon kartuslar1 kullanilmaktadir. Bu ekstraksiyonda,
hareketli faz olarak da metanol, asetonitril, etilasetat tetrahidrofuran, metanol-

dimetilsiilfoksit karisimi gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir.

Kati-faz ekstraksiyonunda bir analitteki fenollerin dedektér duyarliginda ve

seviyelerindeki degisim farkli teknikleri gerektirebilir. Ornegin kan portakali suyundaki
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flavonon glikozitler basit ekstraksiyonla geri kazanilirken, trans-sinamik asit ters-faz
kati ekstraksiyonuyla 6rnek hazirlama ve numune konsantrasyonu tek bir adimda olacak
sekilde geri kazanilabilmektedir [70, 77, 78].

2.8.3. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Kendi kritik sicaklik ve basincinin iistiinde sicaklik ve basingta olan, gaza benzer 6zellik
gosteren, bulundugu kabin hacmini alan ve sikisma Ozeligi gosteren akiskanlara
‘siiperkritik akiskan” denilmektedir. Stiperkritik akigkanlar sivi olarak kabul edilmezler,

fakat sivilara benzer bir 6z kiitle (0,1-1 g/ml) ve ¢oziicii 6zelligindedirler [79].

Bir gazin basincini artirmak suretiyle sivilastirilabilecegi en son sicaklik derecesine o
gazin “Kritik Sicakligi”, bu noktadaki basinca da “Kritik Basine1r” adi verilir. Kritik
sicaklik ve kritik basing degerlerinin iizerinde bulunan bir gaza ise “siiper kritik
akiskan” denmektedir. Kritik degerlerinin {izerinde bulunan gazlar, basinci artirmak

suretiyle sivilastirilamazlar.

Siiperkritik akigskan ektrakiyonu kullaniminin geleneksel ektraksiyonlara goére bazi
istiinliikleri bulunmaktadir. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SAE) daha kisa bir
stirede yapilmakta, akigkanin viskozitesi diisiik oldugundan dolayr daha iyi bir kiitle
transferi 6zelligi saglanmaktadir. Siiperkritik akiskanlar oda sicakliginda genellikle gaz
halde olduklar i¢in, sivi ekstraksiyonlarindan sonra ¢ogunlukla uygulanmasi gereken
konsantrasyon islemi ortadan kalkmakta veya daha basit bir islemle yapilmaktadir.
Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu, esansiyel yaglar, tibbi bilesikler, yaglar, karotenler,
alkaloidler, diger koku ve tat verici bilesikler gibi polar nitelikte olmayan ¢esitli bilesik
gruplarina uygulanmaktadir [80].
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Sekil 2.21. Toplanan ekstraktin dogrudan analiz sistemine verilmedigi (off-line) tipte
bir SAE sistemi i¢in akis diizeni [66].

Geleneksel ekstraksiyon metotlari, uzun ekstraksiyon siiresine sahip olmalar1 ve son
derece reaktif fenolik tiirlerin bozunmalarini engelleyici bir 6nlem i¢cermediklerinden
kat1 ve yari-katt numunelere uygulamalari smirli olmaktadir. Siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ve geri kazanimi igin bir ¢ok avantaj

sunmaktadir [81].

2.8.4. Ultrasonik Ekstraksiyon Teknigi

Geleneksel ekstraksiyon tekniklerinin bazi yetersizlikleri {izerine alternatif ekstraksiyon
teknikleri gelistirilmistir. Bu teknikler arasinda mikro dalga ekstraksiyonu [82],
enzimatik ekstraksiyon [83] ve ultrason yardimli ekstraksiyon sayilabilir [84]. Ultrason
yardimli ekstraksiyon tekniginin kullanimi son yillarda giderek artmaktadir. Ultrasonun
caligma prensibi, meydana gelen dalgalarin esnek Ozellikte olmasi ve bulundugu
ortamda rahat yayilmasi sonucu olusur. Fiziksel olan titresimler, fiziksel basing
dalgalarin1 olusturarak, enerjiyi ortama veya ortamda ise dalga yardimiyla ortamda
bulunan maddelere iletmektedir. Hareket halindeki madde enerjisini diger maddelere
iletir ve bu yolla diger maddeler de bu enerjiyi etrafindaki maddelere ileterek ilk
konumuna geri doner. Maddelerin yakinlastigi bolgelerde basing artist meydana

gelmekte, maddeler uzaklastiginda basing ilk haline donmektedir.

Belirli bir zamandaki basing miktar1 (Pa), zaman araligi (t) ve frekansa (f) baghdir
Denklem 20):

43



Pa = PA sin 2xft (20)

Bu denklemdeki, PA basing genligini belirtmektedir [85].

Ultrasonun etkinligini degistiren parametrelerden biri ise ses siddetidir. Siddet (W.cm™),
dalga tarafindan birim yiizeye birim zamanda tasiman enerji miktaridir. Ses siddeti
meydana gelen dalganin enerjisinin gostergesi olarak kullanilir. Dalganin genligi

degistirilerek farkli siddetlerde dalga meydana getirilir.

Ultrasonik ses {lireten cihazlar yardimiyla ses dalgasi meydana getirilmektedir. Bu
cihazlar belirli frekans araliginda (20-50 kHz) c¢alisir ve alternatif akimi kullanarak
mekanik haldeki titresimlere doniistiiriir. Belirli frekansta elde edilen titresim
hareketlerinin ¢evreye iletilmesi saglanir. Uygulama sivi ortamda yapiliyor ise akustik
bolge ortaminda bulunan maddelerin titremesine neden olur. Sivi ortamin basinci
(hidrostatik basing, Pp) siviya uygulanan ultrasonik basingla beraber artmaktadir

(Denklem 21):
P=Ph+Pa (22)
Burada Pa, uygulanan akustik basinci, Ph ise hidrostatik basinci ifade eder.

Ortama uygulanan basing artirildiginda molekiiller birbirine yaklasarak sikisma
meydana gelmektedir. Basing azalir ise molekiiller birbirinden uzaklasir. Uygulanan
basing kritik degerin (Pc) altina diistiiglinde, molekiillerin arasindaki uzaklik
mollekiilleri bir arada tutmak i¢in gerekli olan degeri asar ve sivi kirilarak bosluklar
meydana gelir ve bu bosluklar “kavitasyon kabarciklar1” olarak adlandirilir. Sekil

2.23’de kavitasyon kabarciklariim olusumu gosterilmistir [85, 86].
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Sekil 2.22 Kavitasyon kabarciklarinin olusumu [85, 86].

S1v1 ortamda olusan bu bosluklar (kavitasyonlar) veya kabarciklar ilk kez meydana
geldikten sonra, basing kritik degerden daha diisiik seviyelere kadar iner. Basing da
osilasyon sonucu sikisma aninda en yiiksek degere sahip oldugunda meydana gelen
kavitasyon kabarciklariin hepsinin veya bir boliimiiniin ¢6kmesi sonucu ¢ok yiiksek bir
enerji meydana getirerek sok dalgalari ve mikro-jetler olusturulur [87, 88]. Olusturulan
sok dalgalar1 ve mikro jetlerin yardimiyla hiicre ¢eperleri yikilarak, dokuda bulunan
ekstrakte edilebilir maddelerin elde edilmesi daha kolay olmaktadir. Ekstraksiyon
aninda ¢oziicli ortamina bu ekstrakte edilebilir maddelerin kiitle transferi yoluyla etkin

bir sekilde gecisi gergeklesir [89].

Sivi igerisindeki ultrasonik dalgalar artirilarak sivi igerisinde hareket olusturulur. Bu
durum bir karistirma goérevi yapar ve boylece kiitle transferine karsi direng azaltilir [90].
Sivida meydana gelen karisma, ultrasonik dalgalarin meydana getirdigi ses riizgarinin
etkisiyle olugsmaktadir. Gergeklesen bu olayda, kati ile sivi ara yiizeyinde ultrason
etkisiyle mikro boyutta karigsma gergeklesmektedir [91].

Ultrasonik ekstraksiyon aninda olusan ekstraksiyon etkinliginin, molekiiler boyutta

hareketin ve ¢oziicliniin ¢dzme 6zeliginin artmasindan kaynaklandigi diisiintilmektedir
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[92]. Ultrasonik ekstraksiyonun, geleneksel ekstraksiyon yontemlerine gore,
ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi, hedeflenen biyoaktif bilesik kaybinin daha az olmasi

gibi avantajlari bulunmaktadir [89, 93].

Ultrasonik ekstraksiyon yonteminin kullanimi diger ekstraksiyon yontemlerine gore
giderek artmaktadir. Ultrasonik ekstraksiyon tekniginde yiiksek enerjinin etkisi ve
ekstraksiyonda kullanilan ¢o6ziicii ihtiyacinin az miktarda olmasi, teknigi diger
ekstraksiyon tekniklerine gore iyi bir alternatif haline getirmektedir. Bunun yaninda
ultrasonun 6zellikle diisiik molekiil agirlikli bilesiklere daha iyi etki ettigi bilinmektedir
[94].

Ultrasonik ekstraksiyon, numunelerden hedeflenen biyoaktif maddelerin ekstrakte
edilmesinde basariyla kullanilir. Ultrasonun etkisiyle ekstraksiyon verimi, hiicre
¢eperlerinin  yikilmasi, parcacik boyutunun azaltilmasi ve olusan kavitasyon

kabarciklarmin etkisiyle gerceklestirilen kiitle transferine bagli olmaktadir [95].

Bu teknik, geleneksel ekstraksiyon tekniklerine gore daha ucuz, kolaylikla
hazirlanabilen ve c¢evreye zarari olmayan ekstraksiyon tekniklerinden birisidir.
Ultrasonik ekstraksiyonunun numunelere etki etme prensibi, ekstraksiyon aninda
uygulanan dalganin etkililigi ve ekstraksiyon ¢oziiciisiinde olusturulan akustik
kavitasyonlarin etkisi temeline dayalidir. Bir diger taraftan, ekstraksiyon coziiciisiine
uygulanan ultrasonun etkisiyle ¢oziiciide mekanik bir etki ortaya g¢ikar ve bu etki
numuneye ¢Oziicliniin daha etkili bir sekilde girmesini saglar. Olusan bu etki,
hedeflenen bilesenlerin kati numuneden ¢oziiciiye gecislerine neden olur [96]. En
onemli hususlardan bir tanesi ise kati ile sivi yilizeyi arasindaki temasi arttirmasidir.
Ayrica ultrasonik ekstraksiyon esnasinda ¢oziiciiye eksraksiyona yardimci olacak
kimyasal ilavesi gerekmemekte ve numunede hedeflenen maddelerin kimyasal

ozelliklerini bozacak bir etki olusmamaktadir [97].
Ultrasonik ekstraksiyon uygulanirken ultrasonik dalgalarin dagilimi 6nemlidir bunun

icin ekstraksiyon sisteminin uygun bir sekilde kurulmasi gerekmektedir. Ulrasonik

dalga kaynagimin yakinlarinda ses dalgasinin giicli en fazladir. Ayrica kati pargaciklarin
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miktarinin ¢ok olmasi durumunda ultrason etkisi azalmaktadir. Uygulanan ultrason
dalgasinin numune igerisinde sabit kalmamasi i¢in ve ekstraksiyon etkinligini arttirmak
icin sistem karistirllmalidir. Ultrasonik dalga kaynagi olarak ultrasonik banyo ve 6zel

tiretilmis problar kullanilmaktadir [98].

2.9. Ultrasonik Ekstraksiyonun Fenolik Bilesiklere Uygulanmasi [Literatiir

Taramasi|

Ultrasonik ekstraksiyon daha kisa siirede gergeklestirilmekte ve fenolik bilesenlerin

ektraksiyonunu artirmaktadir [99].

Hindistan cevizi kabugu iyi bir fenolik madde kaynagidir. Ekstraksiyon siiresi bu
fenolik bilesikleri elde etmede son derece énemlidir. Diisiik sicakliklarda (100 °C), uzun
ekstraksiyon peryodunda (> 50 dakika) elde edilen hindistan cevizi kabugu tozu
ekstraktinin fenolik igeriginin maksimum oldugu belirlenmistir. Sicakligin diismesi
ekstraktin fenolik igerigi tizerine ¢ok az etki ettigi gbzlenmistir. Ayrica yiiksek
sicaklikta genellikle fenolik ekstraktlarda kanserojenik bir madde olan furfural olusumu
gozlenmektedir. Diusiik maliyetle, ekstraktlarda en yiiksek fenolik igerigi elde
edebilmek i¢in uygulanmasi gereken optimum kosullar olarak, 60 dakikalik ultrason
ekstraksiyon siiresi ve 100 °C sicaklik belirlenmistir. Ultrason uygulanan

ekstraksiyonun, diffiizyon kontrollii bir proses oldugu ortaya konulmustur [100].

Yapilan bir calismada bugday kepegindeki fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu igleminin
optimizasyonu sonucunda en uygun islemin, % 64’liik etanolle 60 °C’ de 25 dakika

stireyle uygulanan ultrasonik ekstraksiyon oldugu belirlenmistir [101].

Paniwnyk ve arkadaslari, yaptiklar1 bir calismada Rosmarinus officinalis bitkisindeki
antioksidanlarin  ekstraksiyonuna  ultrasonun etkisini  inceleyerek, ultrasonik
ekstraksiyon yonteminin bu amagla kullanimmin uygunlugunu tartismiglardir.
Arastirilan antioksidanlara ait HPLC sonuglar1 geleneksel ¢oziicii ekstaksiyonlariyla
karsilastirilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiclisiine bagli olarak diisiik sicakliklarda ultrason
kullaniminin daha etkili bir ekstraksiyon sekli oldugu gozlemlenmistir. Bu yontemin

gelisiminin daha da muhtemel olacagi sonucuna varilmistir [102].
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Baska bir ¢alismada ise, kurutulmadan dondurulan soya i¢eceklerindeki izoflavonlarin
hizli tespiti i¢in yeni bir metot gelistirilmistir. Metot gelisimi esnasinda birkag
parametre incelenmistir: Coziicii olarak metanol ve etanol secilmis, numune ¢oziici
oran1 5:1°e 0,2:1, sicaklik 10-60 °C ve ekstraksiyon siiresi 5-30 dakika alinmistir. Soya
iceceklerindeki izoflavonlarin ekstraksiyonlari i¢in en 6nemli parametrenin numune/
¢oziicii oran1 oldugu ortaya konulmustur. En uygun metodun, ¢éziicii olarak etanol, 20
dakika ekstraksiyon siiresi ve 45 °C de ultrasonik banyo iizerinde 0,2:1 numune/¢dziicii
oran1 kullanilarak uygulanan metod oldugu ortaya konulmustur. Ayrica numuneler
dondurulup kurutulmus ve geleneksel metodla ekstrakte edilerek optimize edilen metod
ile kiyaslanmis, toplam ve tek tek izoflavonlarin konsantrasyonunda belirgin bir fark

bulunmamistir. Izoflavonlarin konsanrasyonu 6,7-58,2 mg/L araliginda bulunmustur

[103].

Yapilan baska bir ¢alismada, besin esasli bir ¢oziicii olan etanol kullanimiyla portakal
kabugundaki (Citrus sinensis L.) polifenol flavanonlarimin ekstraksiyonlari
incelenmistir. Istatistiksel analizler gdstermistir ki, en uygun kosullar 40 °C sicaklik,
150 watt ses gilici ve 4:1 (v/v) etanol/su oramidir. Geleneksel metotla
karsilastirildiginda, optimize edilmis yontemle daha yiiksek toplam fenolik igerik (275
mg gallikasit esdegeri/100 gr yas agirlik), daha ytiksek flavanon konsantrasyonlar1 (70,3
mg naringin ve 205,2 mg hesperidin/ 100 g yas agirlik) ve ekstraksiyon verimi (% 10,9)
elde edildigi goriilmiistiir. Bundan da 6tesi, DPPH ve ORAC testlerinden elde edilen
antioksidan aktivite sonuglari, antioksidanca zengin bitki ekstraklarinin hazirlanmasi

i¢in ultrason eksraksiyonunun uygun bir yontem oldugunu ortaya koymustur [104].

Turunggillerin  yan iriinlerinden olan flavonoidlerin  basarisiz  geri kazanim
sebeplerinden biri de etkili ekstraksiyon yontemlerinin eksikligidir Bu c¢alismada,
numuneler gliney Amerikada yetisen turunggillerin (misket limonu, portakal,
mandalina) kabuklarindan segilmis, teknik olarak sulu ultrason esasli ekstraksiyon
kullanilmis ve oldukga yiiksek verimler elde edilmistir (40,25 £12,09 mg flavonoid / 1
gram kabuk). Farkli kaynaklardan elde edilen flavonoid numuneleri bilesimleri HPLC-

MS kullanilarak tespit edilmistir. En karmasik kaynak olarak portakal kabugu,
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hesperidin, neohesperidin, diosmin, nobiletin ve tangeritin igerigi ile tespit edilmistir.
Mandalina kabugunun en basit kaynak oldugu ve sadece hesperidin ve neohesperidin

igerdigi belirlenmistir [ 105].

Dondurularak kurutulmus soya fasulyesinden dort izoflavon tiirevi (daidzin, glisitin,
genistin, malonil genistin) ekstraksiyonunun etkililigi, ¢esitli ¢oziiciiler ve ekstraksiyon
sicakliklart kullanilarak arastirilmis ve geleneksel karistirmali ekstraksiyon ile ultrason
yardimh ekstraksiyon karsilastirilmistir. Soya izoflavonlar1 ekstraksiyonlarmin etkililigi
ultrason ile gelistirilmistir. Fakat bu etki kullanilan ¢6ziiciiye baglidir. Numune
miktari/¢oziicii hacmi orani ve ekstraksiyon zamaninin uzunlugunun optimizasyonu da
arastirilmistir. Izoflavonlar soya fasulyelerinden, ultrason esasli ekstraksiyon ile 60 °C
de ve % 50 etanollii ¢oziicii kullanilarak 20 dakikada kantitatif olarak ekstrakte
edilebilmistir [106].

Yapilan bir ¢alismada Rosmarinus officinalis bitkisinden ultrason yardimli antioksidan
madde ekstraksiyonunda artan sicaklik ve ekstraksiyon siiresinin, kullanilan tiim
teknikler ve tiim c¢oziciiler igin ekstraksiyon oranini artirdigi gosterilmistir. Ses
dalgalar1 ile ekstraksiyon, termal metodlarla karsilastirildiginda, 15 dakikalik bir siire
igerisinde ekstrakte edilen tiim materyaller agisindan daha etkili bir tekniktir. Ayrica
ultrason ile ekstraksiyon, zayif bir geleneksel ektraksiyon ¢oziiciisii olan etanol
kullanildiginda ortaya koydugu biiyiik oranda yiikselmis verim degerleriyle ¢oziicliye
bagimlilig1 azaltmig gibi goriinmektedir. Bu teknik daha ekonomik olup, ¢evreye zarari
olmayan, saglikli, giivenli kosullarda yapilan bir ekstraksiyon yontemi olarak 6n plana
cikmaktadir. Suyun etanole katilmasinin ekstraksiyon etkililigini azalttig1 belirlenmistir.
Ses dalgalari ile ekstraksiyon, ultrasonik banyo kullanilarak elde edilen karsilastirilabilir
diizeylerdeki karnosikasit seviyeleri ile birlikte antioksidan etki gdsteren maddelerin
ekstraksiyonu i¢in biiyiik potansiyele sahip bir metod olarak 6n plana ¢ikmistir. Boylece

biiyiik 6lgekli ekstraksiyon prosesleri i¢in bir potansiyel ortaya koymustur [107].
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2.10. Calisma Materyaleri Hakkinda Botanik Bilgi

Butomus umbellatus L.

Familya: Butomaceae

Yaygin Isimleri: Semsiye ¢icekli hasirsazi, Cicekli hasirsazi, Su meneksesi, bataklik
giilii, s1g1r sazi.

Botanik yapisi: Sularda ve batakliklarda yasayan ¢ok yillik rizomlu otsulardir. Gévdeler
dik duruslu, yapraklar kiling seklinde, kesitte li¢ koseli, ¢icekler Im’ye kadar uzamis
sapin ucunda semsiye durumunda, er disi, ikiden fazla simetri ekseni bulunan ve
birbirine benzer bdliimlere ayrilabilen ¢anak yapraga benzer ¢igekleri pembe
rengindedir. Kuzey yarim kiirede yayilim gosterir ve 1 cins ve 1 tiir igerir. Siis bitkisi
olarakta kullanilir. B. umbellatus iilkemizde dogal olarak sig sularda ve batakliklarda

yayilig gosterir [108].

Yapraklar 50-110 cm. veya daha fazla uzunlukta, 3-10cm genislikte ve ti¢ koselidir.
Sepaller (canak yaprakli), pembe renkli, koyu damarli, dis yiizii yesilimsi mat

kirmizimsi mavi damarhidir [109].

B. umbellatus bitkisinin anavatan1 ve yayilig alanlar1 Dogu ve Bati Sibirya, Avrupa,
Asyadir. Bu bitki sulak alanlarda yetistigi i¢in ve hos goriintiisiinden dolayr sulak
alanlarda ve siis havuzlarinda peyzaj amagli olarak kullanilmaktadir. Bitkinin
ciceklenme zamani eyliil- mayis aylar1 ve ¢iceklilik siiresi birkag aydir. Isi181 seven ve
killi, kumlu, balgikli topraklarda yetisen su ihtiyaci fazla olan bir bitkidir. Bu nedenle
goller,golciikler, arklar, sazliklar, sig sularda 0-2300 metreler arasi yayilim gosterir.
Yetistigi sehirler Adana, Adiyaman, Antalya, Bolu, Bursa, Denizli, Diyarbakir,
Erzurum, Eskisehir, Giresun, Hakkari, 1gdir, Istanbul, Kars, Kayseri, Kocaeli, Konya,
Samsun, Sivas, Tekirdag, Sanli Urfa ve Van’dir [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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~ Y . % s
Resim 2.3. Butomus umbellatus L. Bitkisinine ait bir bagka fotograf (Yrd.Dog.Dr.Fatma
Giines arsivi) [112].

Sparganium emersum Rehmann

Familyasi : Sparganiaceae

Yaygin isimler: Yilan sigirsazi, tek govdeli kozakamisi olarak bilinir.

Botanik yapisi: Batakliklarda yetisen rizomlu ¢ok yillikli otsulardir. Yapraklar iki sirada
linear dizilimlidir. Kozmopolit olan familya, 1 cins ve yaklasik 20 tiir i¢erir [113].
Ulkemizde 3 tiirii bulunur [108].

Govde dik duruslu, bazen yiiziicii, 20-60 cm.dir. Yapraklar yiiziicii 2-6 mm genislikte,
yassi ve agik yesil, cogunlukla yari seffaf olup ¢igekler basittir [109].
Ozellikleri: Gol kenarlari, s1§ su birikintilerinde gelisir. Cigeklenme zamam 5-8. aylardur.

Ulkemizde Kars Putka Goliinde ve Kars cayinda dogal olarak yetisir [113].

52



Resim 2.4. Sparganium emersum Rehmann bitkisi (Yrd.Dog.Dr.Fatma Giines arsivi)
[112].
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.1.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan 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 (Butillenmis hidroksitoluen), metanol
(HPLC derecede).

Fuluka (Almanya): Ferulik asit, protokatekaldehit, Folin-Ciocalteu reaktifi (2N), DPPH
(1,1°-difenil-2-pikrilhidrazil) reaktifi, Neokuproine, Bakir(II) kloriir dihidrat, asetonitril
(HPLC derecede), asetik asit (HPLC derecede).

Riadel-de haén (Amanya): Amonyum asetat, etilasetat (HPLC derecede).
Merck (Almanya): Sodyum karbonat

3.1.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Calismada, SARTORIUS CP 224s analitik terazi, BIOHIT PROLINE otomatik mikro
pipetler (20-200 pL ve100- 1000 puL), YELLOW LINE model vorteks cihazi, Azot gazi
ve tipti, HANNA model pH metre, IKA A1l BASIC model degirmen, RETSCH AS
200 model elek, HEIDOLPH LABORAT 4000 evaporator, BANDELIN SONOREX
model 50/60 Hz 180/640 watt (Germany) ultrasonik banyo, P6 INSTRUMENT T80
UVI/VIS spektrometre, 1cm’lik 1,5 mI’lik kuvars kiivetler kullanildu.

3.2. Numune Hazirlama

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait numuneler Haziran 2009 déneminde Kars
ilinde, Kars ¢ayindan Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji béliimiinden
Dog.Dr. Hanife OZBAY tarafindan teshis edilerek toplandi. Numuneler giines 1s131ndan
korunarak en kisa siirede laboratuar ortamina alindilar. Numuneler c¢amurdan

arindirilmak i¢in su ile yikandi ve dogrudan gilines almayacak sekilde serin ve kuru
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havada nemi kalmayacak sekilde kurutuldular. Kuruyan numuneler bigak yardimi ile ilk
once 1-2 cm oluncaya kadar kiigiiltiildii. Daha sonra numuneler IKA A11 BASIC model
bir degirmende ogiitiilerek kii¢iik pargaciklar haline getirildi. Numune pargaciklari
RETSCH AS 200 model bir elek sallayicida elenerek pm tiirlinden, pargacik
biiyiikliigiine gore ayrildilar.

Numuneler renkli siselere alindi siselerin bos kisimlarindaki hava azot gazi ile
degistirilerek hava almayacak sekilde kapaklari kapatildi ve numuneler deneylerde

kullanilmak tizere +4 °C de karanlik bir ortamda muhafaza edildi.

3.3. Ekstraksiyon Deneyleri (Ultrasonik Banyo Ekstraksiyonu)

Daha 6nceden 6giitiiliip hazirlanmis olan ii¢ farkli pargacik boyutundaki numunelerden
pargacik boyutu 125um-250 pm olan numuneler kullanildi. Ekstraksiyon, Wang ve
arkadaglarmin bir ¢alismasinda [101] kullanilan ultrasonik ekstraksiyon tekniginin
modifiye edilmis hali ile gergeklestirildi. Ekstraksiyonda, 250 mL’lik bir erlene 0,1 mg
hassasiyetle tartilmis yaklasik 10 gram numune ile 100 mL % 50 metanol-saf su (v/v)
¢oziiciisii konuldu. Sicaklik 25-50 °C araliginda olacak sekilde ve erlenin agz1 siki bir
sekilde kapatilarak BANDELIN SONOREX (50/60 Hz, 180/640 watt Germany) model

bir ultrasonik banyoda 20 dakika siireyle ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Bu siirenin
sonunda ekstrakte olan numune mavi banddan stiziilerek siiziintii bir bos erlene alindi.
Mavi bandda kalan numune ikinci kez 100 mL % 50 metanol-saf su (v/v) ¢oziiciisii ile
birlikte bos bir erlene alinarak ultrasonik banyoda 10 dakika siireyle tekrar ekstrakte
edildi ve bu siire sonunda ekstrakt yine mavi banddan siiziilerek, siiziintii bos bir erlene
alindi. Daha sonra mavi bandda kalan numune tiglincti kez 100 mL % 50 metanol-saf su
(v/v) c¢oziiciisii ile birlikte erlene alinarak ultrasonik banyoda 5 dakika siireyle ekstrakte
edildi. Son yapilan ekstraksiyondan elde edilen ekstrakt da mavi banddan siiziildii.
Siiziintlilerin hepsi birlestirilerek, partikiil kalmamasi i¢in son bir defa daha mavi

banddan siiziildii ve doner buharlastiricida kurutuldu.

Elde edilen kuru ekstraktlarin miktar1 0,1 mg hassasiyetle tartilarak belirlendi ve tekrar

% 50 metanol-saf su (v/v) ¢oziiciisii ile konsantrasyonu bilinen bir stok ¢ozelti elde
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edildi. Elde edilen stok c¢ozelti 151k almayacak sekilde bir cam kap igine alindi.
Cozeltinin bos kalan kisimlarinaki atmosfer azot gaziyla degistirilerek kapagi sikica
kapatilarak ileri analizler i¢in + 4 °C’de sogutucuda saklandi. Bu sekilde % 50 metanol-
saf su (v/v), % 70’lik metanol-saf su (v/v) ve metanol ¢oziiciileriyle ti¢ farkli stok

¢oOzelti elde edildi.

3.4. Toplam Fenolik Madde ve Antioksidan Aktivite Tayini Deneyleri

3.4.1. Folin-Ciocalteu Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu metoduna gore yapildi. Ekstraktlarin
toplam fenolik igerikleri igin, Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak, Slinkard ve
Singleton’un metodu [114] kiiciik degisiklikler yapilarak uygulandi. Standart olarak
kullanilan gallik asit metanolde ¢6ziilerek, konsantrasyonlar1 15,63; 31,25; 62,5; 125,
250, 500 ve 1000 pg/mL olan 7 standart gallik asit ¢ozeltisi elde edildi. Hazirlanan
gallik asit standart ¢ozeltilerinin her birinden alinan 50 pL’lik kisma 2,5 mL saf su ilave
edildi. Uzerine 2 N’lik hazir satin alinan Folin-Ciocalteu ¢dzeltisinden 1:10 oraninda
seyreltilmek suretiyle hazirlanan 0,2 N’lik ¢ozeltiden 250 upL ilave edildi ve
karistirilarak oda sicakliginda 3 dakika bekletildi. 7,5 g Na,CO3z’n 92,5 g suda
¢oziilmesi ile hazirlanan % 10’luk Nay;COs; c¢ozeltisinden 750 pL ilave edildi.
Vortekslenerek siddetli bir sekilde karistirilan karisim, oda sicakliginda 2 saat bekletildi
ve P6 Instrument T80 UV/VIS spektrometre cihazi kullanilarak 765 nm’de absorbans
degerleri okundu.

Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde tekrar edildi ve kor olarak saf su kullanildi. Kor

absorbansi A1 ve {i¢ paralelin absorbans ortalamast A2 olmak iizere (Denklem 22)

AA = A2-Al (22)

esitliginden absorbans farklar1 hesaplandi. Gallik asit standartlarinin konsantrasyonlari

absorbans farklarina kars1 grafige gegilerek, kalibrasyon grafigi elde edildi.
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Ayni islemler, ekstraktlarin kendi ¢oziiciileriyle seyreltilmeleri suretiyle hazirlanan
1000 pg/ml konsantrasyona sahip ¢ozeltilere de uygulanarak absorbans degerleri
belirlendi. Kalibrasyon grafigi kullanilarak ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi
mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g hava kurusu numune olarak verildi.

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

Numune ekstraklari, Cuendet ve arkadaslarinin metodunda [115] kiiglik degisiklikler
yapilarak DPPH serbest radikal giderme antioksidan aktivite degerleri yoniinden
incelendiler. Orijinal numune ekstraktlarindan hazirlanan 15,63; 31,25; 62,5; 125, 250,
500 ve 1000 pg/ml konsantrasyona sahip ekstraktlar kullanildi. Bu numune
ekstraklarindan alinan 750 pL’lik miktarlarla, metanolde hazirlanmis DPPH radikalinin
1.10* M’lik ¢ozeltisinden 750 pL’lik kisimlar alinarak vortekslemek suretiyle
karistirildi. Hazirlanan karisimlar karanlik bir ortamda, oda sicakliginda ve radikal
gidermenin tamamlanmasi i¢in 50 dakika bekletildikten sonra P6 Instrument T80
UV/VIS spektrometre cihazi kullanilarak, 517 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iildii.
Her bir numuneden {i¢ ayr1 paralel hazirlanarak absorbanslari 6l¢iildii ve numunenin her
bir konsatrasyonu i¢in bir tiip icerisinde sadece numune c¢ozeltisini ve ekstrakt
¢oziiciisiinli igeren bir karsimin absorbansi da kor olarak ayni dalga boyunda okundu.
Kontrol tiipleri ii¢ paralel olarak hazirland: ve kontrol tiiplerine 750 pl’lik 1.10" M’hk
DPPH ¢ozeltisi ve 750 ul DPPH ¢ozeltisinin ¢6ziiciisii olan metanol konuldu ve 50
dakika sonra 517 nm’de absorbanslari okundu. Deneyler, karsilastirma maddeleri olarak
kullanilan BHT ve troloks standartlarindan 15,63; 31,25; 62,5; 125, 250, 500 ve 1000
pg/mL  konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilere de aymi sekilde uygulanarak
absorbanslar olgiildii. Elde edilen absorbanslarin degerlerinin ortalamasindan korlerin

ortalamasi ¢ikarildi. Bu degerden % Radikal giderme (% I) degerleri:

o Bl o Ao = A 23
% Radikal Giderme= —— X 100 (23)
Ao

(Denklem 23) kullanilarak hesaplandi. Burada A,, kontrol tiiplerinin (sadece DPPH

¢Ozeltisi igeren) absorbans ortalamalarini, A; numune tiiplerinin (ekstrakt ve DPPH
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¢oOzeltisi iceren) absorbans ortalamalarini ifade etmektedir. Temizleme ylizdeleri,
kullanilan ekstrakt ve Kkarsilastirma maddeleri konsantrasyonlarina Kkarsi grafige
gecirildi. Bu grafiklerden kontrol tiiplerinin % I degerlerini yariya (% 50) diisliren
ekstrakt ve karsilastirma maddeleri konsantrasyon degerleri (ICso) hesaplandi. Sonuglar

pug/mL olarak verildi.

3.4.3. CUPRAC (Bakar(Il) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasite) Yontemiyle
Antioksidan Aktivite Tayini

Cozeltilerinin Hazirlanmast.

102 M Cu (I1) kloriir ¢6zeltisi: CuCl,.2H,0’den 0,4262 g tartim alinip su ile 250 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi.

Amonyum asetat ¢ozeltisi: 1 M (pH=7). NH4Ac’dan 19,27 g tartim alinip su ile 250

mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Neocuproine ¢dzeltisi: 7,5x10° M Neokuproin (2,9 dimethyl 1-10 phenantroline)’den
0,039 g tartim alinip % 96’lik metil alkolle 25 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Bu deneyler, Apak ve arkadaglarinin [60] yontemine gore gergeklestirilmistir. Bir cam
tiip icerisine bakir (II) ¢ozeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat tamponundan
sirastyla 1’er mL eklendi. Uzerine (x) mL 6rnek ¢ozeltisi (veya standart madde) ve (1-x)
mL H,O ilave edildi. Toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiler vorteks ile iyice karistirildi. Tiipler kapaklar1 sikica kapatilarak
karanlik ortamda ve oda kosullarinda 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda 450 nm’de kore
kars1 absorbanslart okundu. Troloks’un metanoldeki ¢ozeltileri (3,9; 7,8; 15,63; 31,25;
62,5; 125; 250 pg/mL) kullanilarak bir kalibrasyon dogrusu ¢izildi. Ardindan her
bitkinin troloks esdegeri cinsinden antioksidan kapasiteleri grafikteki denklemden

hesapland1 (TEAK mg/100 g bitki ). Normal 6l¢timler i¢in sema su sekildedir.
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1 mL Cu(Il) + 1 mL Nc¢ + 1 mL NH4Ac + x mL 6rnek + (1,1-x) H20 Vtoplam: 4,1
mL; reaktif ilavesinden 1 saat sonra bir reaktif kore karsi 450 nm’de absorbanslar

okundu.

3.4.4. HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi) Yontemiyle Ekstraktlarin

Fenolik Asit Iceriklerinin Belirlenmesi

DAD (diyot serili dedektor) veya UV (ultraviyole) dedektorliic HPLC-RP (yiiksek
performanslh sivi kromatografisi-ters faz), bitkilerden elde edilen ekstraktlarin fenolik
madde igeriginin tayini i¢in kullanilan bir yontemdir. Ekstraktlarin fenlolik bilesenlerini
ayirmak i¢in C18 kolonlar1 ve hareketli faz olarak asetonitril (CH3CN, ACN), metanol
(MeOH) ve modifiye edici olarak az miktarda asit igeren su kullanilir. Hareketli fazda
fenolik asitlerin protonlasmasini saglamak igin asetik asit (CH3COOH), fosforik asit
(H3POy), formik asit (HCOOH) gibi asit modifiye ediciler kullanilarak fenolik
bilesenlerin piklerinin daha belirginlesmesi ve ¢oziiniirliiklerinin artirtlmast saglanir

[116].

3.4.4.1. RP-HPLC-UV-DAD Kosullari

RP-HPLC-UV-DAD analizleri, Agilent marka (Almanya) degazer, Quat pompa ve
ultraviole dedektor (1100 serisi) ve DAD (diyot serili dedektér 1200 serisi) donaniml
bir HPLC’de yapildi. HPLC cihazi Chemstation programi (Agilent) ile kontrol edildi.
Tiim analizler i¢in bir Hichrom C18 kolon (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 pum partikiil)
kullanildi. Hareketli faz (A) metanol, (B) 50/50 (v/v) asetonitril/su i¢indeki % 0,5 (V/v)
asetik asit ¢ozeltisi, (C) % 2 (v/v) asetik asitin sudaki ¢ozeltisi, (D) asetonitril
cozeltilerinden olusmaktaydi. Eliisyonda takip eden gradiyent kullanildi ve gradiyent
kosular Cizelge 3.1°de verildi. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve akis hiz1 1,2 ml/dakika
olarak ayarlandi dedektor 280 nm dalga boyunda ¢alistirildi. Metot 33 dakikada

sonlanacak sekilde ayarlandi.
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Cizelge 3.1. Standartlar ve numuneler i¢in kullanilan metotta gradiyent kosullar

Zaman | Coziicii (B) | Coziicii (C) Coziicii Akis iz Basing

(dakika) % % (D) % (ml/dakika) (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

Ayrica kolonda yapilan ayirma isleminden sonra kolonun temizlenmesi igin bir yikama

metodu hazirlanarak kolonda kalabilecek maddelerin uzaklastirilmasi hedeflenmistir.

Bu yikama metodu garadiyent olarak hazirlanmis ve Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Yikama metodu

Zaman Coziicii (A) | Coziicii (B) | Coziicii (C) Akis mz1 | Basing

(dakika) % % % (ml/dakika) | (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

Standartlarin tiim stok c¢ozeltileri % 40’lik (v/v) metanol-su karistiminda 20 mM
konsantrasyonda hazirlandi. 15 standardin stok c¢ozeltilerinin her birinden 500 pL
(standart karistmiin toplam hacmi 7,5 ml) alinarak 2,5 mL % 40 metanol ¢oziiciisii
ilave edilerek son hacim 10 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti % 40 metanol
coziictisiiyle seyreltilerek 3 farkli konsantrasyona sahip ¢ozelti hazirlandi. Her bir
standardin maksimum absorbans yaptigi dalga boyunda konsantrasyonlarina karsilik
olusan pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi. Tiim standartlarin

kalibrasyonu i¢in uygulanan dalga boyu 280 nm idi ve ayrica her standardin maksimum
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absorbans yaptigi dalga boylar1 sirali olarak kullanildi. Kafeik asit igin 240 nm,
protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, vanilik asit i¢in 260 nm, gallik asit, siringik asit
icin 274 nm, protokatekaldehit, vanilin i¢cin 280 nm, siringaldehit, p-kumarik asit i¢in
308 nm, gentisik asit, klorogenik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik asit i¢in 324 nm

dalga boylar1 segilerek kullanildu.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Yapilan Ekstraksiyonlarin Verim Yiizdeleri

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerininin numunelerinin ultrasonik banyoda ve degisik
oranda metanol-saf su ¢oziiciileri kullanilmak suretiyle yapilan ekraksiyon deneylerinin
her birinin ektraksiyon verimi hesaplandi ve asagidaki Cizelge 4.1°de verildi.
Ektraksiyonlarin verim yiizdeleri i¢in (Denklem 24),

% Verim = [Kuru Ekstrakt miktari/Havada Kuru Numune Miktar1]x100 (24)

kullanilarak hesaplandi.

Cizelge 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

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

Ayrica, ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdelerini birbirleri ile karsilastirabilmek

i¢in gizilen siitun grafik Sekil 4.1°de verilmistir.
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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

Sekil 4.1. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

Cizelge 4.1°de B. umbellatus bitkisinden elde edilen ultrasonik banyo ektraksiyon
verimlerine bakildiginda, ekstraksiyon ¢oziiclisiindeki saf su ylizdesinin artmasi ile
ekstraksiyon veriminin arttig1 dikkat ¢ekmektedir. En yiiksek ekstraksiyon verimi % 50
metanol-saf su ¢oziiciisii ile elde edilmistir. En diisiik ekstraksiyon verimi ise metanol

¢oziiclisiinden elde edilmistir.

S. emersum bitkisinden elde edilen ultrasonik banyo ekstraksiyon verimlerine
bakildiginda, % 70 metanol-saf su ¢oziiciisii ile yapilan ekstraksiyonda verimin en
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ikinci yiiksek degerin % 50 metanol-saf su ¢oziiciisii ile
yapilan ektraksiyonda elde edildigi goriilmektedir. En diisiik ekstraksiyon verimi degeri
ise metanol c¢oziiclisiinde gergeklesmistir. Dikkat g¢eken diger bir durum ise B.
umbellatus ve S. emersum bitkilerinin metanol ile yapilan ultrasonik banyo

ekstraksiyonlaridaki verim degerlerinin diger ¢oziiciilere gore daha diisiik olmasidir.
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4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini Deneylerinden Elde Edilen Bulgular

Numune ekstraktlarinin, Folin-Ciocalteu yontemine gore 6l¢iilen toplam fenolik madde
igerikleri i¢in hazirlanan kalibrasyon grafigi Sekil 4.2°de ve bu grafige gore elde edilen

sonuclar Cizelge 4.2°de verildi. Kalibrasyon grafigi gallik asit kullanilarak hazirlandi.

y = 0,0011x + 0,1152
R? = 0,9902

Absorbans Farki

O T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Konsantrasyon (ug GAE/ml)

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

Cizelge 4.2. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri (mg GAE/100 g kuru

numune)
- Toplam Fenolik Madde ( mg

Ekstrakt 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 igeriklerini daha kolay karsilastirmak ve yorum yapabilmek igin

Cizelge 4.2°de verilen degerlerden Sekil 4.3 siitun gafik olarak hazirlanip verilmistir.
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Sekil 4.3. Ekstraktlarin karsilastirmali toplam fenolik madde igerikleri (A =765nm)

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3’de, B. umbellatus bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarinin
toplam fenolik igeriklerine bakildiginda, % 70 metanol-saf su (v/v) ¢oziiciisiiyle yapilan
ektraksiyonda toplam fenolik madde igeriklerinin en yiiksek oldugu goriilmektedir.
Toplam fenolik madde igeriklerinin metanol ¢6ziiciisii ile yapilan ekstraksiyonda en

diistik degerde elde edildigi gézlemlendi.

Sparganium emersum bitkisinin ultrasonik banyo ekstkrasiyonlarinin toplam fenolik
madde igeriklerine bakildiginda, % 50 metanol-saf su (v/v) ¢oziiclisiinde elde edilen
degerin en yliksek oldugu goriilmektedir. Toplam fenolik madde igerigi agisindan
metanol ¢oziiciisti ile yapilan ekstraksiyonun B. Umbellatus’da oldugu gibi en diisiik
degerde oldugu gozlemlendi. Ekstraksiyonlarda, ¢oziicli icerisindeki su ylizdesinin
artmasimin S. emersum bitkisinden elde edilen toplam fenolik madde miktarinin
artmasinda 6nemli rol oynadigi goriilmektedir. B. umbellatus bitkisinde ekstraksiyon
¢oziiciisiindeki su ylizdesinin artmasi, ilk 6nce fenolik madde igeriginin artmasina, daha
sonra ise hafif sekilde azalmasimna neden olmaktadir. Ekstraklardan elde edilen en
yiiksek toplam fenolik madde igerigi B.umbellatus bitkisinin, % 70 metanol-saf su (v/v)
¢oziiciisii ile yapilan ultrasonik banyo ekraksiyonunda elde edildi. En diistik fenolik
madde igerigi ise B. umbellatus bitkisinin metanol ¢oziiciisii ile yapilan ultrasonik

banyo ekstraksiyonunda elde edilmistir.

65



4.3. DPPH Radikal Giderme Antioksidan Aktivite Tayini Deneylerinden Elde
Edilen Bulgular

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerinine ait ekstraktlarin ve karsilagtirma maddelerinin
(BHT ve TROLOX), DPPH’in derisimini yariya indirmek igin gerekli olan derisimleri

(ICso degerleri) hesaplanarak Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Ekstraktlarin ve karsilastirma maddelerinin ICsq degerleri.

Ekstrakt* 1Cs5o Degeri (ug/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 ekstraktlarinin ve
karsilastirma maddelerinin degisik derisimdeki DPPH radikalini giderme yiizdelerini (%
I) gosteren grafikler S. emersum igin sekil 4.4’de, B. umbellatus icin Sekil 4.5de

verilmistir.
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Sekil 4.4. S. emersum bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarinin ve karsilastirma

maddelerinin farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikalini temizleme yiizdeleri.
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Sekil 4.5. B. Umbellatus bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarinin ve karsilastirma

maddelerinin farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikalini temizleme yiizdeleri.

Ekstraktlarin DPPH radikalini giderme aktiviteleri yoniinden birbirleriyle
karsilastirilmalarinin daha kolay yapilabilmesi icin ¢izilen siitiin grafik Sekil 4.6°da

verilmistir.
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Sekil 4.6. B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait ultrasonik banyo ekstraklarinin ve
karsilagtirma maddelerinin, DPPH radikalini % 50 oraninda giderme konsantrasyonlari

(IC spdegerleri)

DPPH radikali, diger antioksidan aktivite tayinlerinde kullanilan radikallerden daha
kararli yapiya sahiptir. Basit ve nispeten daha kisa siirede gergeklestirildigi icin
antioksidan aktivite belirlemede ¢ok kullanilan bir yontemdir. DPPH’1 gidererek bu
radikalin konsantrasyonunu yariya diisiiren deger 1Cso ( ya da ECsg) olarak verilir [53].

Cizelge 4.3 ve Sekil 4.6’ya bakildiginda karsilastirma maddeleri olan BHT nin ve
Trolox’un diisiik degerler (degerin diisiik olmas1 ekstraktin antioksidan aktivitesinin
yiiksek oldugunu belirtmektedir) sergiledigi goriilmektedir. Yapilan deneylerde
karsilastirma maddelerinden olan BHT nin ICsq degeri 3,26+0,3 pg/ml, Trolox’ un ICsp
degeri 5,69+0,12 pg/ml olarak belirlenmistir. BHT nin Trolox’tan daha yiiksek radikal
giderme etkisi oldugu sonuglardan goriilmektedir. B. Umbellatus ve S. emersum
bitkilerine ait ultrasonik banyo ekstraklarinin 1Cso degerleri karsilastirma maddelerinin

ICs0 degerlerinden daha yiiksek degerlerde bulundu.
Degerlerde dikkat ¢eken bir durum, B. umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait

ultrasonik banyoda metanol ¢oziiciisiiyle elde edilen ekstraktlarn en disiik 1Cso

degerlerini sergilemis olmalaridir (sirasiyla BUM igin 1Csp 32,88 + 0,89 pg/ml ve SEM
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icin 1Csp 32,28 + 0,27 pg/mL). Oysa B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerinin
ultrasonik banyoda metanol ¢oziiciisiiyle elde edilen ekstraklarinin en diisiik degerlerde
toplam fenolik madde igerdikleri (BUM igin 92,13 +13,90 ve SEM igin 186,03 +70,80
mg GAE/100 g kuru numune) Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3’ten goriilmektedir. Diger bir
deyisle, diisiikk toplam fenolik madde igermelerine ragmen yiiksek antioksidan aktivite
gostermektedirler. Bu durum, metanolik ekstraktlarin diger ¢oziiciilerle elde edilen
ekstraktlara gore daha yiiksek oranda antioksidan aktivitesi yiiksek bilesenlerden

olustugu gergegini ortaya koymaktadir.

B .umbellatus’un ekstraksiyonunda % 70 metanol - saf su (v/v) (BU%70M) ¢oziiciisii
kullanilarak yapilan deneyde, toplam fenolik madde miktarinin en biiyiik degerde
(467,78 +£36,69 mg GAE/100 g kuru numune) olmasina ragmen, 1Cso degerinin de en
biiyiik (51,90+6,23 ng/mL) degerde oldugu, yani antioksidan aktivitesinin en diisiik
oldugu belirlendi.

S. emersum bitkisinin ultrasonik banyo ekstraktlarindan SE%50M ve SE%70M’in
DPPH antioksidan aktivite % 50 giderme konsantrasyonlarmin (ICsy degerleri) bir
birine yakin bir degerde (sirasiyla SE%50M igin ICsodegeri 37,83 + 0,38 ug/ml, SEM
icin ICsp degeri 38,71 +4,74pg/mL) oldugu goézlemlendi.

Sekil 4.4 ve 4.5’e bakildiginda, karsilastirma maddelerinin ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarda daha fazla radikal giderme yiizdeleri gosterdigi acikga
goriilmektedir. Ornegin 62,5 pg/ml konsantrasyonunda karsilastirma maddelerinin
radikal giderme yiizdeleri Trolox igin % 88,21 ve BHT igin % 92,17 iken, ekstraktlar
icin radikal giderme yiizdeleri SE%50M i¢in % 72,02, SE%70M i¢in % 81,78, SEM
icin % 87,14 olarak elde edilmistir. 125 pg/mL konsantrasyon degerinde trolox %
87,67, BHT % 91,96 degerlerini 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 yiizdeleri ortaya koymuslardir. Burada dikkat ¢eken bir durum, ekstraktlarin

yiiksek konsantrasyonlarda yiiksek radikal giderme yiizdeleri sergilemeleridir.
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B. umbellatus ve S. emersum bitkilerinin ultrasonik banyoda metanol ¢6ziiciisiiyle elde
edilen ekstraklarinda radikal giderme yiizdelerinin yiiksek, % 50 metanol- saf su (v/v)
¢oziciisu ile elde edilen ekstraktlarinda ise radikal giderme yiizdelerinin disiik oldugu

bulunmustur.

4.4. Bakir (I1) iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Deneylerinden
Elde Edilen Sonuclar

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait ekstraktlarin Bakir (II) iyonu indirgeme
antioksidan kapasitesi (CUPRAC) i¢in elde edilen kalibrasyon grafigi ve deneylerden
elde edilen sonuglar Sekil 4.7°de ve Cizelge 4.4’de verilmistir. Kalibrasyon grafigi

Trolox un metanollii ¢ozeltileri ile hazirlandi.
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Sekil 4.7. CUPRAC deneylerinde kullanilan, Trolox standardi ile elde edilen
kalibrasyon grafigi (A=450 nm)
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Cizelge 4.4. Bakir-11 iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) deneylerinde

elde edilen sonuglar

CUPRAC degeri(mg TEAK/100g

Ekstrakt*
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 28,7440,39
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

Bakar-1l Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) deneylerinden elde edilen

sonuglart daha iyi karsilagtirmak i¢in hazirlanan siitun grafik Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerine ait ekstraktlarin CUPRAC degerinin
(mg TEAK/100g kuru numune) karsilastiriimasi

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.8 ye bakildiginda. B. Umbellatus bitkisinin BU%70M
ekstraklarindan elde edilen degerin en yiiksek deger oldugu (47,4mg TEAK/100g kuru
numune) belirlenmistir. Bu bitkinin metanol ¢oziiciisii ile yapilan ekstraksiyonunda
CUPRAC degerinin en diisiik deger (15,07mg TEAK/100g kuru numune) oldugu

gorilmektedir.
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S. emersum bitkisi icin bakir-1I Iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi deneylerinin
sonuglarina bakildiginda, en yiiksek degeri metanol ¢oziiciisiiyle elde edilen ekstraktin
sergiledigi (39,09 mg TEAK/100g kuru numune) goriilmektedir. Bu bitkinin SE%70M
ekstraktinin CUPRAC degerinin en diisiik 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

Standartlarin tiim stok ¢ozeltileri % 40 metanol-su karsiminda 20 mM konsantrasyonda
hazirlandi. 15 standardin stok g¢ozeltilerinin her birinden 500 pL (standart karisimin
toplam hacmi 7,5 mL) alinarak 2,5 mL % 40 metanol-su ¢oziiciisii ilave edildi ve
boylece son hacim 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti % 40 metanol-su
coziiclistiyle seyreltilerek 3 farkli konsantrasyona sahip ¢ozelti hazirlandi. Her bir
standardin maksimum absorbans yaptig1 dalga boyunda konsantrasyonlarina karsilik
olusan pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi. Tiim standartlarin
kalibrasyonu i¢in uygulanan dalga boyu 280 nm ve ayrica her standardin maksimum
absorbans yaptigi sirali dalga boylar1 kullanilarak pik alanlari belirlendi. Kafeik asit i¢in
240 nm, protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, vanilik asit i¢in 260 nm, gallik asit,
siringik asit i¢in 274 nm, protokatekaldehit, vanillin i¢in 280 nm, siringaldehit, p-
kumarik asit i¢in 308 nm, gentisik asit, klorogenik asit, kafeik asit, ferulik asit, sinapik
asit i¢in 324 nm dalga boylar segilerek kullanildi. 15 standardin kromatogramlar1 ve
maksimum absorbans yaptiklar1 dalga boylar1 EK Sekil 1-15’de gosterilmistir.
Standartlarin 3 farkli konsantrasyonu i¢in, her bir standardin maksimum absorbans
yaptig1 dalga boylar1 kullanilarak olusan pik alanlarma kars1 konsantrasyon grafikleri

elde edildi ve Ek Sekil 16-29’da verildi.
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4.5.2. Ekstraktlarin RP-HPLC-UV-DAD Analizi i¢in Seyreltilmeleri

Konsantrasyonlar1 bilinen ekstraktlardan uygun seyreltmeler yapilarak her biri 5 mg/mL
olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltilerin analiz sonuglar1 5 mg/mL’ deki mM olarak

hesaplandi.

4.5.3. Ekstraktlardan Fenolik Asitlerin Sivi-Sivi Se¢cimli Ekstraksiyonu

Her bir standardin % 40 metanollii 20 mM stok ¢ozeltisinden 500 pl alinarak standart
karisimi hazirlandi. Bu karisimin toplam hacmi 10 mL, konsantrasyonu 1mM olacak
sekilde ayarlandi. Standart karisimin c¢oziiclisii doner buharlastiricida ugurulduktan
sonra 10 mL 0,05 M (pH yaklasik 1,3) olan HCI ¢ozeltisinden eklenerek siddetli bir
sekilde vorteks ile karistirildi. Bu islemden sonra iizerine 10 mL etilasetat eklenerek
siddetli bir sekilde vorteks ile ¢alkalanarak 15 dakika siire ile ekstrakte edildi. Karigim
dinlendirildikten sonra organik faz alinarak tekrar bir 10 mL etilasetat ekstraksiyonu
yapildi. Organik fazlar birlestirilerek bir doner buharlastiricida uguruldu. Daha sonra
ekstraksiyona baslamadan onceki ayni konsantrasyona, ilk dnce metanolde ¢oziilerek ve
tizerine % 40 metanollii su ilave edilerek ayarlandi. Uygulanan yontem tiim ekstraktlar
igin gergeklestirildi. Ekstraktlarin konsantrasyonlar1 segimli ekstraksiyon oncesinde ve
sonrasinda 5 mg/mL olacak sekilde ayarlandi. Tiim ekstraktlarda olmadigi belirlenen
fenolik bilesen olan benzoik asit, i¢ standart olarak 20 mM konsantrasyonda ve 50 ul
hacimde tiim ekstraktlara eklenerek se¢imli ekstraksiyon uygulandi. Bu c¢ozeltiler 2

paralel olarak alindilar. Ekstraklar HPLC’de analiz edilmeden 6nce filtreden gegirildi.

4.5.4. RP-HPLC-UV-DAD Kosullar:

RP-HPLC-UV-DAD analizleri, Agilent (Almanya) marka degazer, Quat pompa ve
ultraviole dedektor (1100 serisi) ve DAD (diyot serili dedektér 1200 serisi) donanimli
bir HPLC’de yapildi. HPLC cihazi Chemstation programi (Agilent) ile kontrol edildi.
Tiim analizler i¢in bir Hichrom CI8 kolon (250 mm X 4.6 mm i.d., 5 um partikiil)
kullanild1. Hareketli faz (A) metanol, (B) 50/50 (v/v) asetonitril/su igindeki % 0,5 (v/v)

asetik asit ¢ozeltisi, (C) % 2 (v/v) asetik asitin sudaki ¢ozeltisi, (D) asetonitril
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cozeltilerinden olugmaktaydi. Eliisyonda takip eden gradiyent kullanildi ve gradiyent
kosular Cizelge 3.1’de verildi. Enjeksiyon hacmi 20 pL ve akis hizi 1,2 ml/dakika
olarak ayarland1 dedektér 280 nm dalga boyunda calistirildi. Metod 33 dakikada

sonlanacak sekilde ayarlandi.

Cizelge 3.1. Standartlar ve numuneler i¢in kullanilan metotta gradiyent kosullar

Zaman | Coziicii (B) | Coziicii (C) | Coziicii (D) Akis hizi Basing

(dakika) % % % (ml/dakika) (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

Ayrica kolonda yapilan ayirma isleminden sonra kolonun temizlenmesi i¢in bir yikama
metodu hazirlanarak kolonda kalabilecek maddelerin uzaklastirilmas: hedeflenmistir.
Bu yikama metodu garadiyent olarak hazirlanmis ve Cizelge 3.1°de verilmistir. Yikama

metodunun suresi 10 dakikadir.

Cizelge 3.2. Yikama metodu

Zaman Coziicii (A) | Coziicii (B) | Coziicii (C) Akis iz Basing

(dakika) % % % (ml/dakika) | (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 Gelistirme

Uygun sartlara getirilen HPLC-UV-DAD metodu ile 15 fenolik standardin uygun bir
sekilde birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Ayirma isleminde tiim standartlarin 25
dakikada birbirinden ayrilmasi saglanmistir. 15 standart fenolik asidin ayrilmasina
iliskin 6rnek kromatogram Sekil 4.9°da goriilmektedir. Bu metot ile Protokatekaldehit
ve Gentisik asit, kolondan ¢ikis zamanlar1 ayni oldugu i¢in birbirinden ayrilamamaistir.

Bu nedenle bu iki standart ayn1 kromatogramda gériilmektedir.
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Sekil 4.9. HPLC-UV-DAD ile 280 nm de fenolik standartlarin piklerinin analizi i¢in
elde edilen kromatogramlar. Her bir standardin konsantrasyonu 0,2 mM dir.

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

Gelistirilen metodda alikonma zamanlari ve pik alanlarinin tekrarlanabilirligi agisindan
15 fenolik asit standardindan 3 paralel olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti karigimlarinin
kolondan yiiriitiilmesiyle elde edilen gelme zamanlar1 (RT), pik alanlari igin standart
sapma (SS) ve yiizde bagil standart sapma (%BSS) parametreleri hesaplandi ve Cizelge
4.5te verildi.
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Cizelge 4.5. HPLC-UV-DAD metodunun parametreleri

RT Alan
No| RT Bilesik SS (RT) | %BSS Alan SS(Alan) | %BSS
1 Gallik asit 0,0 2641,8
4,32 02| 0,06 29 1,10
2 Protokatekuik asit 0,0 2193,7
6,35 09| 0,01 14,75 0,74
3 817 Protokatekaldehit
8,17 | Gentisik asit 0,001 1 012 9089,2 49,7 0,16
5 p-OH benzoik asit 0,0 4789,1
9,22 11 0,73 49,7 1,04
6 Klorogenik asit 0,0 4036,8
10,97 79| 0,37 73 1,81
7 Vanilik asit 0,0 5928,9
11,53 43| 0,10 38,85 0,66
8 Kafeik asit 0,0 6655,1
12,52 13| 0,89 14,25 0,21
9 Siringik asit 0,1 7774,8
13,80 21| 0,89 59,85 0,77
10 Vanilin 0,1 9743,6
17,13 11| 0,66 24,05 0,25
11 Siringaldehit 0,0 10847,0
20,23 1| 0,05 82,7 0,80
12 p-Kumarik asit 0,1 5029,5
20,80 18| 0,57 38,55 0,77
13 Benzoik asit 0,0 977,7
21,92 38| 0,17 7,15 0,73
14 Ferulik asit 0,0 8039,7
22,99 5 0,22 55,4 0,69
15 Sinapik asit 0,0 2927,7
23,91 65| 0,27 22,95 0,78

Optimize edilen metodda 280 nm’de fenolik asit i¢erigi arastirilan ekstraktlarin HPLC-
UV-DAD da elde edilen kromatogramlarmin iyi ¢itkmamasi ve pik alanlarinin yeteri

kadar yiiksek ¢oziiniirlikte elde edilememesi nedeniyle yeni bir yaklasima ihtiyag
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duyulmustur. Bu kromatogramlara bir 06rnek olmasi agisindan BUM’e ait

kromatogramlar Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. HPLC-UV-DAD ile 280 nm de elde edilen BUM’¢ ait kromatogramlar

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi BUM un kromatogramindaki piklerin belirgin olmamasi
ve kalabalik ¢ikmasindan dolayi, daha belirgin ve daha temiz bir kromatogram elde
edebilmek i¢in fenolik maddelere uygulanabilen uygun bir se¢imli ekstraksiyon yontemi
belirlendi. Daha oOnce anlatilan “ekstraktlardan fenolik asitlerin sivi-sivi se¢imli
ekstraksiyonu teknigi” kullanilarak 15 fenolik asit standarda ekstraksiyon iglemi
uygulandiktan sonra optimize edilen kosularda bu 15 fenolik asidin HPLC-UV-DAD ile
280 nm de yiiritiilmeleri suretiyle kromatogramlari alinmistir. Sec¢imli ekstraksiyon
yaptlmadan Once elde edilen fenolik asit standartlarina ait HPLC-UV-DAD
kromatogramlart  Sekil 4.11°da, se¢imli ekstraksiyon uygulandiktan sonraki

kromatogramlari ise Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.11. HPLC-UV-DAD ile 280 nm’de 15 fenolik asit standardimin secimli
ekstraksiyon yapilmadan onceki kromatogramlari. Her bir fenolik asit standardin

konsantrasyonu 1 mM’dir.
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Sekil 4.12. HPLC-UV-DAD ile 280 nm’de 15 fenolik asit standardinin secimli
ekstraksiyon yapildiktan sonra elde edilen kromatogramlari. Her bir fenolik asit

standardinin se¢imli ekstraksiyonu oncesindeki konsantrasyonu 1 mM’dur.
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15 fenolik asit standardinin ekstraksiyonsuz ve se¢imli ekstraksiyonlarindan sonra
HPLC-UV-DAD ile elde edilen verilerden yararlanarak geri kazanim degerleri
hesaplandi ve Cizelge 4.6’da verildi. Bu yontem ile 15 fenolik asit standard1 i¢in genel

olarak uygun geri kazanimlar elde edilmistir.

Cizelge 4.6. 15 fenolik madde standardinin ekstraksiyonlariin % geri kazanimi

Bilesik No Bilesik Ad1 % Geri Kazanim
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 girisim yapmalari nedeniyle bunlara ait % geri

kazanimlar1 hesaplanamamigtir

Ekstraktlarin fenolik asit icerikleri se¢imli ekstraksiyon uygulandiktan sonra HPLC’de
280 nm’de optimize edilen kosullarda yiiriitiilerek incelendi. 280 nm dalga boyunda
veriler, 15 fenolik asit standardi i¢in kolonda alikonma zamanlarina ve maksimum

absorbsiyon yaptiklari dalga boylarina gore incelenmistir.

Ekstraktlarin analizi i¢in {i¢ paralel yiiriitme yapildi bu paralellerin ikisine i¢ standart

olarak tiim ekstraktlarda gozlemlenmeyen benzoik asitten 20 mM’lik
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konsantrasyonlarda 50 ul ¢ozelti kisimlar1 eklenerek se¢imli ekstraksiyon uygulandi.
Ornek olarak, segimli ekstraksiyondan sonra elde edilen BUM’a ait paralellerin HPLC-
UV-DAD kromatogramlar1 Sekil 4.13’de verilmistir. Se¢imli ekstraksiyon sonrasi tiim

ekstraklara ait HPLC-UV-DAD kromatogramlar1 Ek Sekil 30-35’te verilmistir.
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Sekil 4.13. BUM ekstrakti i¢in HPLC-UV-DAD ile 280 nm’de elde edilen (a) i¢

5

satndartsiz, (b) ve (c¢) i¢ satndart ilaveli, secimli ekstraksiyon sonrasi kromatogramlar.
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Tiim ekstraktlarin se¢imli ekstraksiyon metodu uygulandiktan sonra HPLC-UV-DAD
kromatogramlarinda gozlenen fenolik asitlerin mM cinsinden konsantrasyonlari, 15
fenolik asit standardi i¢in 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan ve Ek Sekil 16-29°da
gosterilen alana kars1 konsantrasyonlarindan elde edilen kalibrasyon grafikleri
kullanilarak hesaplanmis ve Cizelge 4.7°de verilmistir. Protokatekaldehit ve Gentisik
asitin kolondan ¢ikma zamanlar1 ayni oldugu igin girisim yapmalarindan dolayi, bu iki
maddenin konsanrasyonlar1 izobest noktasi (ayn1 dalga boyundaki absorbans degeri)
olan 240 nm dalgaboyundan yararlanilarak ve gentisik asit i¢in 274 nm ve 324 nm dalga
boylarindaki alanlarin oranina karst % gentisik asit gafigi ¢izilerek elde edilmis ve bu
grafik Ek Sekil 36’da verilmistir. Gentisik asitin ylizdesinden hareketle toplam alandan

Protokatekaldehit yilizdesi bulunarak konsantrasyonu hesaplanmustir.

Cizelge 4.7. Segimli ekstraksiyon sonrasinda fenolik asit standartlarinin kalibrasyon

grafiklerine gore elde edilen mM cinsinden konsantrasyon degerleri

=z . z 3z
Standartlar < = o) S S =
3 a8 8 8 7
Gallik asit - - - - - -
Protokatekuik asit - - - - - -
Protokatekaldehit 0,069 0,0295 - 0,022 - -
Gentisik asit 0,031 019 0102 0037 - -
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 gézlemlenemedi
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Ayrica tiim ekstraktlara se¢imli ekstraksiyon uygulandiktan sonra, geri kazanim
yiizdelerinden yararlanarak HPLC-UV-DAD kromatogramlarinda gozlenen fenolik asit
standartlarmin = mM  cinsinden Kkonsantrasyonlar1 Cizelge 4.8’de  verilmistir.
Protokatekaldehit ve Gentisik asitin kolondan ¢ikma zamanlar1 ayni oldugu igin, girisim

yapmalarindan dolay1 geri kazanim yiizdeleri hesaplanamamugtir.

Cizelge 4.8. Ekstraktlardaki fenolik asitlerin, se¢imli ekstraksiyon sonrasinda fenolik
asit standartlarinin yiizde geri kazanim degerlerine gore hesaplanan mM cinsinden

konsantrasyon degerleri.

= & s % & s
Standartlar L X 8 S o\o L
2 2 & &
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 00133 00166 0,0177 0,0123
Sinapik Asit - - - - - -

-. ilgili standartlar gozlemlenemedi, *:lgili satandart gdzlemlendi fakat girisime

ugradigr i¢in konsantrasyonlar1 hesaplanamadi

Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’e bakildiginda ekstraktlarin tiimiinde ferulik asit oldugu

goriilmektedir. Ekstraktlarda miktar olarak en yiiksek oranda ise gentisik asitin
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bulundugu ve ferulik asitten sonra ikinci en yaygin asit oldugu gozlemlenmistir.
Aragstirilan standartlardan gallik asit, protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, siringik
asit, vanillin, sringaldehit, p-kumarik asit, benzoik asit ve sinapik asit, ekstraktlara

uygulanan yontemlerle gozlenmemistir.

Uygulanan sivi-sivi se¢imli ekstraksiyon, kromatoramlarda piklerin daha temiz ve
diizglin ¢ikmasini, bazi piklerin ¢oziiniirliiklerinin daha iyi olmasini saglamistir. Se¢imli
ekstraksiyon teknigi uygulanmadan elde edilen ve 6rnek olarak Sekil 4.10°da gostrilen
HPLC-UV-DAD ile 280 nm de BUM’e ait kromatogramlarda bazi piklerde
kuyruklanma ve yayvanlik oldugu goriilmektedir. Bu nedenle ayn1 zamanda gelen
asitlere ait pikler saglikli sekilde belirlenememistir ve dalga boylarina gore gozlenen
ozellikler sergileyen fenolik asit standartlarinin varliklarindan emin olunamamustir.
Sivi-sivi se¢imli ekstraksiyon uygulandiktan sonra BUM’a ait paralellerin HPLC-UV-
DAD kromatogramlari Sekil 4.13’de verilmistir. Ekstraklarin sivi-sivi  se¢imli
ekstraksiyonlarindan sonra pik alanlarinda bir azalma goriilmektedir ve bu durum
Cizelge 4.6’ya gore beklenilen bir sonugtur. Ekstraktlarin igerdigi fenolik asit
standartlarinin pik alanlarinda bir azalma olmasina karsin, olusan piklerin daha
belirginlesmesi ve daha iyi ¢oziiniirliikte kromatogramlarin elde edilmesi agilarindan bir
avantaj saglanmistir. Sivi-sivi ekstraksiyonu sonrasinda temiz ve keskin piklerin elde

edilmesi ile aranan maddelerin varlig agik bir sekilde ortaya konmustur.

Ferulik asitin en diisiik konsantrasyonlarinin BUM ve SEM’ de gozlemlenmesi ferulik
asitin iki tane hidroksil grubu bulundurmasiyla agiklanabilir. Bu nedenle, ferulik asitin
metanol ¢oziiciisityle yapilan ekstraksiyonlar yerine, metanol-su karigimlartyla yapilan
ekstraksiyonlarda konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Kafeik
asit’in BU%50M ve BU%70M ekstraklarinda oldugu gézlemlenmistir Coziictiideki su
oraninin yiiksek oldugu BU%50M’de kafeik asit konsantrasyonunun daha yiiksek
oldugu goriilmektedir ve bu durumun, kafeik asitin ti¢ hidroksil grubu bulundurmasinin

etkisiyle olabilecegi diigiiniilmektedir.

Vanilin, sadece SE%50M ekstraktinda gézlemlenmistir. Klorogenik asit SE%50M ve
SE%70 ekstraktlarinda gozlemlendi ve SE%S50M ekstraktinda klorogenik asit
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konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu bulunmustur. Klorojenik asit {izerinde alt1 tane
hidroksil grubunun bulunmasindan dolayi, su orani yiikksek olan ¢oziiciilerde daha iyi
¢oziinecegi tahmin edilmektedir. Protokatekaldehit, BU%50M, BU%70M ve SEM
ekstraklarinda gozlemlendi. BU%50M ekstraktinda protokatekaldehitin
konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Protokatekaldehit {izerinde iKi
hidroksil grubunun bulunmasi, su oram1 yiiksek ¢oziliciide daha iyi ekstrakte

edilebilecegi diisiincesini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Ekstraktlarin Folin-Ciocalteau metoduyla toplam fenolik madde tayinleri deneylerindeki
sonuglart gosteren Sekil 4.3’e bakildiginda, BU%70M ekstraktinin toplam fenolik
madde igeriginin en yiiksek oldugu goriilmektedir (467,78 £36,69 mg GAE/100 g kuru
numune). Bu ekstraktta HPLC-UV-DAD analiziyle gozlenen fenolik asitler
protokatekaldehit, gentisik asit, kafeik asit ve ferulik asittir. Ferulik asit miktar olarak en
yiiksek bu ekstraktta tespit edilmistir. BUM ekstraktinin toplam fenolik madde
iceriginin miktar olarak en diisiikk degerde (92,13 £13,90 mg GAE/100 g kuru numune)
oldugu belirlenmistir. Bu ekstraktta HPLC-UV-DAD analiziyle gozlenen fenolik
maddeler ise gentisik asit ve kafeik asittir. Bunlarin da miktarlarinin diisiik oldugu

belirlenmistir.

Folin-Ciocalteau metoduyla SE%S50M ektraktinin toplam fenolik madde igeriginin en
yiksek oldugu gorillmektedir (283 420,95 mg GAE/100 g kuru numune) ve bu
ekstraktta HPLC-UV-DAD analiziyle gozlenen fenolik maddelerin protokatekaldehit,
gentisik asit, klorogenik asit, vanilik asit ile ferulik asit oldugu, miktarlarinda diger
ekstraktlara gore yiiksek oldugu belirlenmistir. SEM ekstraktinin toplam fenolik madde
iceriginin miktar olarak en diisiik degerde (186,03 £70,80 mg GAE/100 g kuru numune)
oldugu ve HPLC-UV-DAD analiziyle gozlenen fenolik asidin sadece ferulik asit oldugu
ve miktarininda diistik oldugu belirlendi. Ekstraktlarin Folin-Ciocalteu metoduyla elde
edilen toplam fenolik madde igerikleri tayini deneylerindeki sonuglari ile HPLC-UV-

DAD bulgular arasinda genel olarak bir paralellik bulundugu belirlenmistir.

Ekstraktlarda aranan fenolik asitlerin konsantrasyonlar1 dnce, se¢imli ekstraksiyondan

sonra standartlarla elde edilen kalibrasyon grafiklerine gore, sonra da fenolik asitlerin
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secimli ekstraksiyonlarindaki geri kazanim yiizdelerine gore iki ayr1 sekilde hesaplandi

(Cizelge 4.7 ve 4.8.). Her iki tablodaki degerler birbirine paralellik sergilemektedirler.

Secimli ekstraksiyondan sonra fenolik asitlerin yilizde geri kazanim degerlerine gore
elde edilen Cizelge 4.8° de, BUM, BU%70M, BU%S50M ekstraktlarinda
protokatekaldehit, BUM, BU%70M, BU%50M ve SE%50M ekstraktlarinda da gentisik
asit tespit edilmekle beraber, bu asitlerin birbiri ile girisim yapmalarindan dolay1

miktarlar1 belirlenememistir.

Ekstraklarin 280 nm dalga boyunda ve 25 dakika igerisinde elde edilen
kromatogramlarina bakildiginda, fenolik madde standartlarinin gelme zamanlarina
yakin ve standartlarin pikleriyle uyusmayan piklerin olustugu goézlenmistir. Bu
uyusmayan piklerin fenolik madde standartlarinin izomer yapilarmin oldugu

distiniilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢alismada, Kars bolgesinde sulak alanlarda veya nemli bolgelerde yetisen B.
Umbellatus ve S. emersum bitkilerinin metanol, %70 metanol- saf su (v/v), %50
metanol-saf su (v/v) ¢oziiciileri kullanilarak ultrasonik banyo eksraksiyonu yontemiyle
elde edilen ekstraktlarmin ekstraksiyon verimleri hesaplanarak, toplam fenolik madde
igerikleri, antioksidan aktiviteleri ve igeriklerindeki fenolik asitleri belirmek amaciyla
RP-HPLC-UV-DAD analizleri yapild.

Calismada her iki bitki i¢in ultrasonik banyo yontemiyle yapilan ekstraksiyon verimleri
hesaplandi. B. Umbellatus bitkisinden elde edilen ekstraktlarin verimleri % 27,82-16,86
arasinda; S. emersum bitkisinden elde edilen ekstraklarin verimleri % 18,91-11,47
arasinda bulundu. Bulgular kisminda da belirtildigi gibi ¢oziiciideki saf su yiizdesi
metanole gore arttiginda, ekstraksiyon veriminin her iki bitki i¢in de arttig
belirlenmistir. Dikkat ¢eken diger bir husus, iki bitkiye ait metanol ¢oziiciisiiyle elde
edilen ekstraktlarin verimlerinin diger ¢6ziiciilerle elde edilen ekstrakt verimlerine gore
daha diisiik olmasidir. Ultrasonik ekstraksiyon teknigi ile elde edilen verim sonuglartyla
literatiirde belirtilen diger ekstraksiyon tekniklerinin verim sonuglarinin bir birlerine
yakin oldugu goriilmektedir [103]. Ultrasonik banyo ekstraksiyonu toplam otuz bes
dakika siireyle gerceklestirildi. Literatiirde belirtilen diger ekstraksiyon tekniklerinin
uzun zaman almasi, kisa slirede gercgeklestirilen ultrasonik banyo ekstraksiyonunu
avantajli hale getirmektedir. Literatiirde 1s1l islem uygulanarak gerceklestirilen
ekstraksiyon tekniklerinde, hedeflenen maddelerin sicakligin etkisiyle bozunmasi,
diigiik sicakliklarda uygulanabilen ultrasonik ekstrtaksiyon teknigini daha on plana

cikarmaktadir.

B. umbellatus ve S. emersum bitkilerinin ultrasonik banyo ekstraksiyonu ile elde edilen
ekstraktlarinin toplam fenolik madde igeriklerine bakildiginda: 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)
arasinda degerler elde edildi. En yiiksek deger BU%70M ekstraktinda, en diisiik deger
BUM’a ait ekstraktta elde edilmistir. Her iki bitki iginde, saf metanol ¢oziiciisi ile elde

edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri en diisiik seviyede bulundu.
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Dikkat ¢eken onemli bir husus, ¢oziicii icerisindeki saf su yiizdesininin artmasina
paralel olarak fenolik madde miktarlarininda artmis olmasidir. Ultrasonik banyo
ekstraksiyonu, literatiirde nispeten yeni sayilabilecek bir ekstraksiyon teknigidir ve
bundan dolay1 toplam fenolik madde igerigi ¢Oziicii tiirii ve ekstraksiyon siiresi
acisindan bu c¢alismada belirlenen optimum kosullara ait verilerin literatiire katkisi

olacag diistiniilmektedir.

DPPH radikal giderme aktivitesi 6l¢iimlerinde, ICso degerleri B. Umbellatus bitkisine ait
ekstraktlarda 51,9+6,23 - 32,88+0,89 upg/ml; S. emersum Rehmann bitkisine ait
ekstraktlarda 38,71+ 4,74 - 32,2840,27 pg/ml arasinda bulundu. Bulgular kisminda da
bahsedildigi gibi, B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerinin ultrasonik banyo
eksraksiyonlarinda metanol ¢oziiciisiiyle elde edilen ekstraklarin diisiik degerde toplam
fenolik madde icerdikleri (BUM ig¢in 92,13+13,90 ve SEM i¢in 186,03 +70,80 mg
GAE/100 g kuru numune) belirlenmistir. Dikkat ¢eken bir durum, toplam fenolik madde
iceriklerinin diistik olmasma ragmen bu ekstraktlarin yiiksek antioksidan aktivite
gostermeleridir (BUM i¢in ICso degeri 32,88+0,89 ng/ml ve SEM igin ICso degeri
32,28+0,27 pg/ml ). Bu durum, bu ekstraklarin biiyiik oranda antioksidan aktivitesi
yiikksek fenolik bilesenlerden ya da fenolik yapida olmayan fakat antioksidan aktivite

sergileyen diger bazi bitki bilesenlerinden meydana geldigini diistindiirmektedir.

DPPH radikal giderme aktivitesi ol¢iimlerinde karsilastirma maddesi olarak BHT ve
Trolox kullanildi ve bu karsilastirma maddelerinin sirasiyla 1Cso degerleri 3,26+0,3
pg/ml ve 5,69+0,12 pg/ml oldugu belirlendi. Olgiimlerden BHT nin radikal giderme
etkisinin Trolox’tan daha iyi oldugu belirlenmistir. Tiim ekstraktlardan elde edilen
DPPH radikal giderme aktivite degerlerinin karsilastirma maddelerinden daha diisiik
diizeylerde oldugu belirlenmistir. Her iki bitki igin, ekstraksiyonda kullanilan her bir
¢oziicii agisindan degerlendirildiginde, S. emersum bitkisinden elde edilen DPPH
radikal giderme aktivite degerlerinin daha iyi oldugu goriilmektedir (6rnegin SE%70M
igin ICsp degeri 38,71+4,74 pg/ml ve BU%70M igin ICsq degeri 51,9+6,23 pg/mL 1Cs
degerin diisiik olmas1 ekstraktin antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugunu

belirtmektedir).
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Bakiar-(Il) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) ol¢limlerinde, 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 degeri (mg TEAK/100g kuru numune)
elde edilmistir. B. Umbellatus bitkisine ait ekstaktlarin CUPRAC degerleri (Sekil 4.8)
ile bu bitkinin toplam fenolik madde igeriklerinin (Sekil 4.3) uyumlu oldugu
goriilmektedir. Ancak bu bitki i¢in DPPH radikal giderme aktivitesinde (Sekil 4.6.) ayni
uyum gozlenememistir. S. emersum bitkisine ait ekstraktlarin CUPRAC degerleri ile bu
bitkinin DPPH radikal giderme aktivitesinin degerlerinin uyumlu oldugu belirlendi.
Ancak bu bitki de ise ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriklerinin diisiik ve dolayisi

ile ayn1 uyumu gostermedigi ortadadir.

Literatiirde, ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri arttik¢a antioksidan etkilerinin
de arttigin1 ifade eden g¢alismalar mevcuttur [117-119]. Ancak, toplam fenolik madde
icerigi ile antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iligski olmadigini, ya da bu iliskinin
bu kadar basit olmadigin1 sdyleyen arastirmacilar da vardir [120-123]. Bu c¢alismada

elde edilen sonuglar daha ziyade ikici goriisii destekler mahiyettedir.

Ekstraktlara, sivi-sivi se¢imli ekstraksiyon teknigi uygulandiktan sonra, 15 fenolik
madde standardi kullanilarak RP-HPLC-UV-DAD analizi ile igeriklerindeki fenolik
maddeler belirlenmistir. Ekstraktlarda en yaygin olarak ferulik asitin, daha sonra da
gentisik asitin oldugu belirlenmistir. Incelenen 15 fenolik madde standardindan gallik
asit, protokatekuik asit, p-OH Benzoik asit, siringik asit, vanillin, sringaldehit, p-

kumarik asit, benzoik asit, sinapik asit ekstraklara uygulanan yontemle gozlenmemistir.

Ekstraklarin Folin-Ciocalteau metoduyla toplam fenolik madde tayini deneylerinde elde
edilen sonuglar ile HPLC-UV-DAD analizlerinden elde edilen bulgular arasinda genel
olarak bir paralellik oldugu belirlenmistir. Ancak, BUM ve SEM’in DPPH radikal
giderme aktivitesi degerlerinin yliksek olmasina karsin bu iki ekstraktin RP-HPLC-UV-
DAD analizi ile diisiik miktarda fenolik asit bileseni icerdigi tespit edilmistir. Bundan
dolay1 ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin sadece fenolik asit bilesenlerine bagl
olmadigi, ekstraktlarda bulunan degisik bilesenlerin bu 6zelligi arttirict veya azaltici

etki yaptigini sdylemek miimkiindiir. Bu konuda daha ayrintili bir analiz verebilmek
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adma, ekstraklardaki diger bilesenlerin GC-MS ya da LC-MS gibi giiclii bir teknik

yardimiyla aydinlatilmasi faydali olacaktir.

Bulgular kisminda da bahsedildigi gibi, ekstraklardan 280 nm dalga boyunda 25 dakika
icerisinde elde edilen kromatogramlara bakildiginda fenolik madde standartlarinin
kolondan ¢ikis zamanlarina yakin ve standartlarin pikleriyle uyusmayan piklerin
olustugu gozlenmistir. Bu uyusmayan piklerin fenolik madde standartlarinin izomer
yapilarindan  veya flavonoid grubu ve tirevlerinden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Litaretirde B. Umbellatus ve S. emersum bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri ve fenolik madde igeriklerinin tayinine iliskin herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle elde edilen verilerin literatiire onemli katki

saglayacag diigiiniilmektedir.

Dogal bilesiklerden antioksidan aktivite sergileyen bilesik gruplarinin ekstraksiyonlar
tizerine yapilan c¢alismalarin ¢ogunlugu karasal bitkilerle ilgilidir. Oysa Diinya’nin
giderek artan niifusunun beslenme ve saglik ihtiyaglarinin karsilanmasit ve gida
cesitliginin artmasi agisindan su bitkileride gittikce artan bir sekilde ilgi gérmeye
baslamustir. Ulkemizin de énemli sulak alanlara sahip oldugu géz éniine alindiginda, bu
bolgedeki bitki florasinin (6zellikle endemik tiirlerin) bu agilardan degerlendirilmesi
geregi ortadadir ve yakin gelecekte bu tiir calismalarin sayisinin daha da artacagi tahmin

edilmektedir.
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7.EKLER

7.1. 15 Standardin kromatogramlar1 ve maksimum absorbans yaptiklar1 dalga boylari

*DADL, 5.655 (136 MAU, - ) Ref=5.362 & 6.069 of KL-S8-3.D
mAU ~
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EKk sekil 1. Galik asitin kromatogram: ve maksimum dalga boyu (274 nm)

*DAD1, 8.373 (114 mAU, - ) Ref=8.059 & 8.733 of KL-S7-3.D
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Ek sekil 2. Protokatekuik asit kromatogram: ve maksimum dalga boyu (260 nm)

*DAD1, 10.309 (97.1 mAU, - ) Ref=9.942 & 10.722 of KL-S8-3.D
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Ek sekil 3. Protokatekulaldehit kromatogrami ve maksimum dalga boyu (280 nm)

*DAD1, 10.566 (83.3 mAU, - ) Ref=10.286 & 10.933 of KL-S7-3.D

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 nn

EKk sekil 4. Gentisik asit kromatogrami ve maksimum dalga boyu (324 nm)

*DAD1, 11.449 (184 mAU, - ) Ref=11.155 & 11.855 of KL-S8-3.D
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Ek sekil 5. p-Hidroksi benzoik asit kromatogrami ve maksimum dalga boyu (260 nm)

*DAD1, 15.126 (127 mAU, - ) Ref=14.539 & 15.753 of KL-S7-3.D

mMAU
120

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 nm
Ek sekil 6. Vanilik asit kromatogram: 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

mAU
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Ek sekil 7 Klorojenik asit. kromatogrami ve maksimum dalga boyu (324 nm)

*DADI1, 16.109 (119 mAU, - ) Ref=15.635 & 16.595 of KL-S8-3.D
MAU —|

— T T T T — — —
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Ek sekil 8. Kafeik asit kromatogram: ve maksimum dalga boyu (324 nm)

*DADL, 18.926 (91.0 mAU, - ) Ref=18.453 & 19.426 of KL-S7-3.D

mAU
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Ek sekil 9. Siringik asit kromatogrami 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
mAU
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Ek sekil 10. Vanilin kromatogram: ve maksimum dalga boyu (280 nm)

*DAD1, 23.295 (141 mAU, - ) Ref=22.935 & 23.675 of KL-S8-3.D

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 nm

Ek sekil 11. Siringaldehit kromatogrami ve maksimum dalga boyu (308 nm)

*DAD1, 22.913 (245 mAU, - ) Ref=22.493 & 23.313 of KL-S7-3.D

—_——1 77— T T
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Ek sekil 12. p-Kumarik asit kromatogrami maksimum dalga boyu (308 nm)
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*DAD1, 24.289 (133 mAU, - ) Ref=24.002 & 25.595 of KL-S8-3.D

120

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 nm

Ek sekil 13. Benzoik asit kromatogram1 ve maksimum dalga boyu (240 nm)

*DAD1, 24.799 (212 mAU, - ) Ref=23.899 & 25.226 of KL-S7-3.D
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Ek sekil 14. Ferulik asit kromatogrami ve maksimum dalga boyu (324 nm)

*DAD1, 25.229 (191 mAU, - ) Ref=24.002 & 25.595 of KL-S8-3.D
mAU
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Ek sekil 15. Sinapik asit kromatogram1 ve maksimum dalga boyu (324 nm)
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7.2. Standartlarin 3 farkli konsantrasyonunun, her bir standardin maksimum absorbans

yaptig1 dalga boylar1 kullanilarak elde edilen pik alanlarina kars1 konsantrasyon

grafikleri
Gallik asit y = 4888,2x - 18,337
R? = 1
3000
2500 /40
3 2000
< /
£ 1500
= /
< 1000 ———
500 /v
o . . . . .
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0.6
konsantrasyon (mM)
EKk sekil 16.Galik asit i¢in konsantrasyona kars1 alan grafigi
Protokatekuik asit y = 7585,2x - 11,375
R? =1
4500
4000 -
3500 //
S 3000
<< /
= 2500 ——
= 2000
£ 1500 —
(3~
500
0 / T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (mM)

Ek sekil 17. Protokatekuik asit i¢in konsantrasyona karsi alan grafigi

alan (mAU)

1800

Protokatekulaldehit ve Gentisik asit
y = 2679,7x + 106,27

R2 — 0.9998
5

1600

1400

"

1200

__—

1000

__—

800

__—

600

__—

400

200

0,2 0,3 0,4

konsantrasyon (mM)

Ek sekil 18. Protokatekulaldehit ve Gentisik asit i¢cin konsantrasyona kars1 alan grafigi
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alan (mAU)

p-hidroksi benzoik asit y = 10484x - 6,55

R? = 1
6000 -

5000 —

1000 ‘7/

0} T T T T

(0] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

konsantrasyon (mM)

0,6

Ek sekil 19.P-Hidroksi benzoik asit i¢in konsantrasyona karsi alan grafigi

alan (mAU)

Klorojenik asit
R? =1

7000 /

y = 13720x - 52,463

6000 —

/
5000
4000 —
2000

1000 -

0 /

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (mM)
Ek sekil 20. Klorojenik asit i¢in konsantrasyona kars1 alan grafigi
Vanilik asit y = 8915,5x + 3,05
R® = 1
5000 -
4000 /
S /
=< 3000
£ /
§ 2000
] /
1000 /
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0.5 0,6

konsantrasyon (mM)

Ek sekil 21. Vanilik asit i¢in konsantrasyona kars1 alan grafigi
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Kaffeik asit y = 11839x - 36,663

R? =1
7000 -
_—*
6000
= 5000 _—
T 4000 //
g 3000 /
® 2000 /
1000 —
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (mM)
EKk sekil 22. kafeik asit i¢in konsantrasyona kars1 alan grafigi
siringik asit y = 7462,3x - 9
R? = 1
4500 -
4000 o
3500 //
3 3000
<< /
e 2500 ——
= 2000 ——
= 1500
[3~]
500 —
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (mM)
Ek sekil 23. Siringik asit icin konsantrasyona karsi alan grafigi
Vanilin y = 7695,3x - 7,35
R? =1
4500 A
4000 =
S 3000
< _—
£ 2500 ——
= 2000
S 1500 —
[~
500 —
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (mM)

Ek sekil 24. Vanilin i¢in konsantrasyona kars1 alan grafigi

108




siringaldehit y = 18211x - 19,825

R? =1
12000 -
10000 /
3 8000
< /
£ 6000
% /
= 4000 /
2000 /
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (mM)
EKk sekil 25. Siringaldehit i¢in konsantrasyona kars1 alan grafigi
p-Kumarik asit y = 11206x - 0,75
R? =1
7000 -
6000 /
— 5000
2 /
4000
£
g 3000 //
S 2000
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konsantrasyon (mM)
Ek sekil 26. p-Kumarik asit i¢in konsantrasyona kars1 alan grafigi
Benzoik asit y = 4473,7x + 157,26
R? = 0,974
3000 -
2500 /Av
S 2000
< /
£ 1500
% /
= 1000 /
500 +————
O —= T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

konsantrasyon (mM)

Ek sekil 27. Benzoik asit i¢in konsantrasyona karsi alan grafigi
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EK sekil 28. Ferulik asit i¢in konsantrasyona karsi alan grafigi
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Ek sekil 29. Sinapik asit i¢in konsantrasyona karsi alan grafigi
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Ek sekil 34. SE%70Micin HPLC-UV-DAD tarafindan 280 nm’de (a) i¢
standartsiz, (b) ve (c) i¢ standart eklenmis ekstraklarin se¢imli ekstraksiyon

sonrasi elde edilen kromatogramlari
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EKk sekil 35. SE%50M i¢in HPLC-UV-DAD teknigi ile 280 nm’de (a) i¢ standartsiz, (b)

ve (c) i¢ standart eklenmis ekstraklarin se¢imli ekstraksiyon sonrasi elde edilen

kromatogramlari
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y = -32,868x2 - 16,906x + 100,76
120 R= 1
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% Gentisik asit

Ek sekil 36. Gentisik asit i¢in 274 nm ve 324 nm dalga boylarindaki alanlarin oranina
kars1 % Gentisik asit grafigi
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