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ONSOZ

Bu ¢alisma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda yiiksek

lisans tezi olarak hazirlanmustir.

Calismada Karadeniz bolgesinin karakteristik bir bitkisi olan Laurocerasus officinalis
Roem.’in yaprak kabuk ve govdesinde elde edilen soxhlet ve siiperkritik akiskan
ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri ve igeriklerindeki fenolik bilesikler tayin edilmistir.
Calisma kendisinden Once yapilan ¢alismalardan, iki farkli ekstraksiyon metodu
kullanilmasi, bitkinin yaprak, kabuk ve gévde ekstraktlarinin ayni anda incelenmesi, ayrica,
parg¢a biiylikliigli, zaman ve c¢ozilicii etkisi gibi kinetik parametrelerin de calisilmast
nedeniyle farklilik getirmektedir. Literatiir calismalarinda genellikle klasik ekstraksiyon
metodlariyla ve bitkisel materyallerin daha ¢ok yaprak ve meyve kisimlariyla ¢aligilmigtir.
Yeni gelismekte olan bir teknik olan siiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SAE), son
zamanlarda antioksidan etki goOsteren fenolik bilesiklerin ekstraksiyonlarinda da
kullanilmaktadir. Bu tarz ¢aligmalarda genellikle cesitli kimyasal metodlarla antioksidan
aktivite Ol¢limii yapilmakta bazilarinda ise antioksidan etki gdsteren bilesiklerin miktar
tayinleri gerceklestirilmektedir. Yapilan literatiir taramasinda bu tiir ¢alismalarda kinetik
kisim iceren caligmalara fazla rastlanmamistir. Oysa ekstraksiyonun optimize edilebilmesi

i¢in bu cesit bilgilere de ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez calismasmma katkida bulunan basta danisman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Fikret
AKDENIZ’e tesekkiirlerimi sunarim. Yine bu g¢alismada emegi gegen Yrd. Dog¢ Dr.
Giiltekin GOKCE’ye, Yrd. Do¢.Dr. Fatma GUNES’e, Dog. Dr. Sinan AKGOL’e, Dog. Dr.
Murat KUCUK e, Yrd. Dog. Dr. Hanife OZBAY’a, Doktora Ogrencisi Emine AKYUZ’e,
Yiiksek Lisans Ogrencisi Inan DURSUN’a, Kadir TEPEBAS’a ve Erding YAVUZ’a en
icten tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica bu ¢alismada benim i¢in desteklerini hi¢bir zaman
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OZET

Bu calismada , Tirkiyenin Dogu Karadeniz Bolgesinden toplanan Laurocerasus
officinalis Roem. bitkisinin li¢ ayr1 kismina, siiperkritik sivi ekstraksiyonu ve Soxhlet
ekstraksiyonu uygulandi. Ug¢ ayr1 kisim igin yapilan iki ekstraksiyon metodunun
ekstraktlar1 karsilastirildi. ki metoda ait alt1 ekstrakta Folin-Ciocalteu yontemi ile
toplam fenolik madde igerik tayini, DPPH radikal temizleme yontemi ile antioksidan
aktivite tayini, Fe-III iyonu indirgeme metodu ile antioksidant giicii (FRAP) tayini, RP-
LC-UV analizleri ile fenolik bilesik icerigi tayini yapildi. Elde edilen sonuglar
karsilastirildi. Ayrica yapilan deneylerde toplam fenolik madde igerigine ve antioksidant
aktivitesine etki eden pargacik biiyiikliigii, ekstraksiyon zamani, ve ¢oziicli polaritesi

gibi parametrelerin etkisi arastirildi.

Sonug olarak, Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinin yaprak, kabuk ve govde
numunelerinden genelde yiiksek verimi siiperkritik ekstraksiyon sagladi. Yaprak ve
kabuk ekstraktlar1 toplam fenolik icerik acisindan gévde ekstraktlarindan daha yiiksek
bulundu. FRAP ve DPPH testlerinde genel olarak kabuk ekstraktlarinin daha iyi
sonuglar ortaya koydugu gozlendi. RP-LC-UV analizlerinde ekstraktlarda en fazla
klorojenik asidin, daha sonra da gallik asidin bulundugu goézlendi. Deneylerde
kullanilan numunelerin parcacik biytlkligli arttikca toplam fenolik igerik diistis
gostermistir buna paralel olarak antioksidant aktivite de azalmistir. Ekstraksiyon
siiresinin  arttirtlmasiyla ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 artarken,
antioksidant aktivite azalmustir. Siiperkritik ekstraksiyon i¢in en uygun ¢oziiclinlin
metanol oldugu bulunmustur. Optimum ekstraksiyon satlari i¢in, numune parcacik
biiylikliigiiniin  125-250 pm oldugu ve en uygun ekstraksiyon zaman araliginin ise 30

dk. oldugu bulunmustur.

2008, 126 sayfa

Anahtar Kelimeler: Laurocerasus officinalis Roem.; antioksidant aktivite; Soxhlet

ekstraksiyon; siiperkritik ekstraksiyon; fenolik igerik

X



ABSTRACT

In this study, three different parts (leaves, barks and stems) of the plant, Laurocerasus
officinalis Roem. from Eastern Black Sea Region of Turkey, were subjected to
supercritical fluid extraction and Soxhlet extraction. In these experiments, the effects of
sample particle size, extraction time interval, and solvent polarity on the total phenolic
contents and antioxidant activities of the supercritical extracts were investigated. In
addition to this, determination of total phenolic content by using Folin-Ciocalteu
method, determination of antioxidant activity by using DPPH radical scavanging
activity method, determination of antioxidant power (FRAP) by using Fe-III ion
reducing method and RP-LC-UV analysis of phenolic profile of the extracts were

performed. Results were compared within two extraction methods.

As a result, it was found out that, for leaves, barks and stems of Laurocerasus officinalis
Roem. samples, the highest extract eficiency obtained from supercritical fluid extraction
method. Total phenolic content were found higher in both supercritical and Soxhlet
extracts of leaves and barks than the extracts of stems. In tests of FRAP and DPPH,
better results are observed from both supercritical and Soxhlet extracts of barks. In RP-
LC-UV analysis, klorogenic acid and gallic acid distinguished the maximum level
among the phenolic components. For Laurocerasus officinalis Roem., while the particle
size of the sample was getting increase, the total phenolic contents, and in parallel,
antioxidant activities of supercritical extracts were getting decrease. In extended
extraction time intervals, while the total phenolic contents of the extracts were getting
increase, their antioxidant activities were getting decrease. Methanol was found to be
the best choice among the solvents used in supercritical extractions. Optimum
supercritical extraction conditions were obtained as sample particle size was 125-250

pum, extraction time interval was max 30 min, and extraction solvent was methanol.

2008, 126 pages

Keywords: Laurocerasus officinalis Roem.; antioxidant activity; Soxhlet extraction;

supercritical extraction; phenolic content



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BHA :Biitillenmis Hidroksi Anisol

BHT :Biitillenmis Hidroksi Toliien

DNA :Deoksiribontikleik Asit

DHA :Dehidroksiaskorbik asit

DPPH : a,0-Difenil-B-pikrilhidrazil

UV :Ultra Viole (Mor Otesi) Spektrofotometrisi

MS :Kiitle Spektrometrisi

GC-MS :Kiitle Spektrometrisi ile Birlestirilmis Kapiler Gaz Kromatografisi
LC-MS :S1v1 kromatografisi teknigi ile Birlestirilmis Kiitle Spektrometrisi
HPLC :Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi

RP :Ters Faz

HPLC-UV  :Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi ile Birlestirilmis Ultra Viole

Spektrofotometrisi
GAE :Gallik Asit Esdegeri
LGSC :Laurocerasus-Govde-Siiperkritik Ekstrakti
LGSX :Laurocerasus-Govde-Soxhlet Ekstrakti
LKSX :Laurocerasus-Kabuk-Soxhlet Ekstrakti
LKSC :Laurocerasus-Kabuk- Siiperkritik Ekstrakti
LYSX :Laurocerasus-Yaprak-Soxhlet Ekstrakti
LYSC :Laurocerasus-Yaprak-Siiperkritik Ekstrakt
FRAP :Fe-III iyonu indirgeme antioksidant giicii

RP-LC-UV :Ters Faz S1vi Kromatografisi ile birlestirilmis Ultra Viole

Spektrofotometrisi
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1. GIRIS

Canli organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmasi igin antioksidatif
korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Bazi durumlarda antioksidatif
koruyucu sistemin 1iyi ¢alismamasindan dolayi, serbest radikallerin viicutta
fazlalastig1 goriiliir. Bu da viicutta bazi hasarlara neden olur, serbest radikallerin
miktart arttikga once yaslanma hizlanir, hiicre 6liimii, sonra doku 6liimii daha sonra

ise beyin damarlarinin tahribatina varan hasarlar olusur [1].

Ham maddelerin islenmesi ile {iriiniin saklanmasi sirasinda olusan lipit oksidasyon
besinlerin acilagsmasina neden olan ve bdoylelikle bozulmaya yol acan bir siiregtir.
Lipit oksidasyon tirlinleri besinlerin icerisinde bulunan protein gibi diger maddelerin
de absorbsiyonunu etkileyebilir. Okside olmus lipitlerin organizma iizerine
istenmeyen etkileri nedeniyle besinlerdeki lipit oksidasyon {iriinlerini inhibe etmenin
onemi daha da artmaktadir. Endiistriyel proseslerde besinlerin saklama siiresini
uzatmak icin esas olarak sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak pek c¢ok
arastirici uzun siiredir besin proseslemede kullanilan BHA ve BHT gibi baz1 sentetik
antioksidanlarin canli organizmalarda karsinojenik etki gosterdigine dikkat
cekmektedirler. Tiketiciler de genellikle dogal antioksidanlari sentetik olanlara
tercih etmektedir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini
olustururlar. Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir,
en yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoitler, sinnamik asit tiirevleri,
kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve
kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklari bilinmektedir. Bu
nedenle uzun yillardir besinlerin koku ve tad gibi 6zelliklerini arttirmak igin katki

olarak kullanilan baharat ve aromatik bitkiler giderek 6nem kazanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antioksidanlar

Antioksidan, oksit giderici her tiirlii kimyasal maddeye verilen addir, sadece
biyolojik sistemlerde kullanilmazlar. Kimyasal islemlerde ve endiistride kullanilan

bir¢ok farkli antioksidan vardir [2].

Antioksidan terimi (ayn1 zamanda anti-oksijen) esasinda belirli bir sekilde molekiiler
oksijen tiiketimini engelleyen kimyasal anlamina gelir. 19. ve 20. asirda, metallerin
korozyonu, patlamalar ve kauguk vulkanizasyonu gibi endiistriyel islemlerde yer alan

kapsamli arastirmalarin konusu antioksidanlardi [3].

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere de antioksidanlar
ve bu olaya antioksidan savunma denir.Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan
molekiil artis1 yine viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidanlar

tarafindan etkisiz hale getirilmektedir [4].

Canli organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmasi igin antioksidatif

korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir [5].

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller i¢in bir¢ok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin iizerinde
birlestigi tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan
ve genelde ¢ok reaktif olan ciftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iiriin

oldugu seklindedir [6]. Atomlardaki elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda
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hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki elektron

bulunur. Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir [7].

1. Kovalent bag tastyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar

(Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

X:Y=>X+Y"

2.Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak bdliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron, atomlardan birisinde kalir.

XY 2X+Y+

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+te-2> A (+,-)

Serbest radikaller, pozitif yliklii, negatif yiiklii ya da noétral olabilirler. Biyolojik

sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar [6].

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil,
makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest
radikallerin fazla tiretimi doku hasar1 ve hiicre 6limii ile sonuglanmaktadir [8].
Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidratlar gibi tiim 6nemli

bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmalarina neden olurlar.

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS);
e siiperoksit anyonu (Oy)),

e hidroksil radikali (HO),



e nitrik oksit (NO"),
e peroksil radikali (ROO") ve
e radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif

stresin en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar [9].

Serbest radikal zincir reaksiyonlari  genellikle, molekiillerden = H’nin

uzaklastirilmasiyla baslar.

Lipid peroksidasyonu serbest radikal zincir reaksiyonu i¢in iyi bir Ornektir
(doymamis yag asitlerinin hiicre membranlarinda ve lipoproteinlerdeki oksidasyonu)

[10].

2.2.1. Yaglarin Otooksidasyonuyla Olusan Serbest Radikaller

Linoleik asit ¢coklu doymamis yag asitlerine ornektir. Bu cesit doymamis asitler
doymamis yaglarda bulunan esterlerdir. Coklu doymamis terimiyle bilesigin iki veya

daha fazla ¢ift bag icerdigi kastedilir.

H H H
CH;(CH:)s C (CH:),CO:R’
/ N\
H H
Linoleik Ester



Coklu doymamis yaglar kendi diyetlerimizde kat1 ve sivi yaglarda bulunmaktadir.

Ayn1 zamanda viicudumuzun tiim dokularinda hayati fonksiyonlara sahiptirler.

-CH;- grubuna ait hidrojen atomlar1 linoleik asidin iki ¢ift bag1 arasindadir (Lin-H)
ve radikaller tarafindan ¢ikarilmaya yatkindir. Bu hidrojenlerden birinin ¢ikarilmasi
yeni bir radikal (Lin’) olusturur. Olusan radikalin (serbest radikalin) oksijenle zincir
reaksiyonuna girmesi ‘otooksidasyon’ olarak adlandirilan genel bir reaksiyon tipidir.
Otooksidasyon sonucunda hiperoksit formu olusur. Otooksidasyon bir¢ok maddede
meydana gelen bir sliregtir: 6rnegin kat1 ve sivi yaglar dokiildiigii zaman bozulmanin
ve acillasmanin artmasindan, yagl kumaslarin acik havada aniden yanmasindan

sorumlu olan otooksidasyon siirecidir [11].

1. Basamak: Zincir Baslangici

H H H

o K

H
CH(CHa)s CC N (CH:),CO:R" CH(CH)s c‘ (CH:):CO:R"
H

CH:(CHY): c (CH:):CO:R”



2. Basamak: Zincir Biiyiimesi

\( - b
H < H H H H H H
CHs(CHa)4 C‘ (CH:):.CO:R” CH:3(CHz)s (‘j (CH:),CO:R”
H H

3. Basamak: Zincir Biiyiimesi

U e Diger Radikal
h a No—o H-0— 0O N

= + Lin*
H H H H H H H H
N e — N
> \< \

CH;(CHz)s C‘ (CH:):,CO:R” CHs(CHa) /C‘ (CH:):,CO:R”
H
H H
Hidroperoksit

Linolenik Esterin
Diger Monekiilii

Sekil 1. Linoleik asit esterinin otooksidasyonu [10].

1. Basamakta iki ¢ift bag arasindaki —CH,- grubunun hidrojen atomlarindan birine
bir radikalin saldirmasiyla reaksiyon baslatilir. Hidrojen ¢ikartilmasi rezonans hibrid

olan bir radikal olusturur.



2. Basamakta olusan radikal iki zincir biiylime reaksiyonunun ilkinde oksijenle

reaksiyona girerek oksijen igeren radikal olusturur.

3. Basamakta peroksil radikali diger bir linoleik ester molekiiliinden hidrojen ¢ikartir.
Bu basamagin sonunda olusan hiperoksit ve radikal (Lin) 2. basamagin

tekrarlanmasina neden olabilir.

2.2.2. Otooksidasyonun Engellenmesi

Otoksidasyon viicutta da olugsmaktadir ve burada geri alinamaz zararlar meydana
getirmektedirler. Peroksil radikalleriyle reaksiyona girip zincire devam etmeyen
kararli radikalleri olusturan ve radikalleri hizlica hapseden bilesiklerin varligi

durumunda otooksidasyon engellenir.

Lin—O0—0°+In—H —— Lin—0—O0H +1In°

E Vitamini (o-tokoferol) reaksiyondaki gibi radikal sonlandiricidir ve E vitamininin
viicutta gergeklestirdigi en Onemli rollerden birisi de hiicre yikimia neden
olabilecek radikal reaksiyonlarini engellemektir. BHT gibi sentetik bilesikler gidalara
eklenerek gida otooksidasyonunu engellemektedir. BHT de radikal sonlandiric

olarak bilinir [10].

Vitamin E’nin (a-tokoferol) lipid peroksidasyonunu onlemesinin arastirilmasi anti-
oksidanlarm bugiinkii anlasilirhigina onciiliik yapmustir. Indirgen ajan gibi davranan
antioksidanlar reaktif oksijen tiirleri hiicrelere zarar vermeden Once bu tiirleri

genellikle siipiirerek oksidatif zincir reaksiyonunu sonlandirir [12].



CH:
HO.

CH: CH:

Vitamin E

OH
(CH:):C C(CHa)

CH:
BHT

Sekil 2. E Vitaminine ve Biitillenmis Hidroksi Toluene ait kimyasal yapilar [10].

2.2.3. Serbest Radikaller ve Serbest Oksijen Radikallerinin Patolojik Sonug¢lar:

Baz1 durumlarda antioksidatif koruyucu sistemin iyi ¢alismamasindan dolay1, serbest
radikallerin viicutta fazlalastig1 goriiliir. Bu da viicutta bazi hasarlara neden olur,
serbest radikallerin miktar1 arttikca 6nce yaslanma hizlanir,hiicre 6liimii, sonra doku
6limii daha sonra ise beyin damarlarinin tahribatina varan hasarlar olusur [1].
e Serbest oksijen radikalleri bir¢ok patolojik durum igermektedir [13].
e Serbest oksijen radikalleri kanser gelisiminin farkli asamalarimi acgikca
igcermektedir [14].
¢ LDL’nin (diisiik yogunlukta lipoprotein) oksidasyonunun ateroskleroz (damar
tikaniklig1) gelisiminde biiyiik rol oynadig1 varsayilmaktadir [15].
e Serbest radikaller B hiicrelerinin otoimmiin yikiminda yer almakta ve diabete
yol agmaktadir. Ayn1 zamanda insiilin aktivitesini engellemektedir [16].
e Serbest radikallerce oksidasyona wugramis lens proteinleri katarakt
olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir [17].
e (Cok sayida patolojik rahatsizligin ilerlemesinde biiyiik rol oynayan serbest
radikallerin olusmasi, damar sertligi, beyin islevsizligi ve kanser gibi
hastaliklar ve ayrica iltahapli hastaliklar {izerine mubhtelif etkilere sahiptir

[18].



2.3. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi-Radikal Notralizasyonu

Antioksidanlar ¢iftlenmemis elektron durumunu ortadan kaldirmak i¢in serbest
radikallerden elektron alarak veya onlara elektron vererek serbest radikalleri

notralize eden molekiillerdir.

Tipik olarak bu serbest radikallerin radikal olmayan molekiile ndtralizasyon iglemi
esnasinda antioksidan molekiillerinin serbest radikale donlismesi anlamina
gelmektedir. Fakat radikale doniisen antioksidan molekiilii genellikle nétralize olmus
serbest radikalden daha az reaktiftir. Antioksidan molekiilii cok biiyiik olabilmektedir
( bir anlamda c¢iftlenmemis elektronlar1 seyreltmesini saglar), baska bir antioksidan
tarafindan kolayca notralize olmus olabilir ve/veya kendi serbest radikal durumunu

yok etmek i¢in kendinde baska bir mekanizmaya sahip olabilir [19].

Zay1f bagh hidrojen atomlarina sahip molekiiller serbest radikalleri ndtralize etmek
icin bu hidrojen atomlarini elektron gibi kullanabilmektedirler. Hidrojen atomlari
indirgeme esdegerleri diye adlandirilirlar ve bu hidrojenlere sahip molekiiller

indirgenmis diizeydedirler.

Ornegin; C vitamini (askorbat, AscH"), hidrojen atomunu serbest radikal molekiiliine
(R ) verebilir boylece kendisi askorbat radikali ( farkli gosterimlerde "Asc’, veya
Asc”) olurken serbest radikali notralize eder. Fakat "Asc™ serbest radikali rezonans

yapisindan ( sekilde kesikli ¢izgilerle gosterilmistir) dolay1 ¢cok kararlidir.



HO OH

o OH

AscH Asc

Sekil 3. Askorbat radikalinin olusumu [19].

C vitamini hidrojen vererek sadece hidroksil ((OH), alkoksil (OL) ve peroksil

(LOO) radikallerini nétralize etmez ayni zamanda glutatyon (‘GS) ve E vitamini

(tokoferol) ('Toc) gibi diger antioksidanlarin radikal formlarin1 da notralize eder.

AscH + Toc -->Toc + "Asc”

Cizelge 1. Bazi radikallere ait azalan elektron indirgeme potansiyelleri [19].

Radikal indirgeme Potansiyelleri

Radikal mV

‘OH (hidroksil) +2300
‘LO (alkoksil) +1600
LOO (peroksil) +1000
‘GS (glutatyon) +920
‘HU" (lirat) +590
‘Toc (tokoferol) +480
‘Asc’ (askorbat) +282
Fe’-EDTA +120
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Serbest radikaller pH 7,0’de miliVolt biriminde bir elektron indirgeme
potansiyelleriyle listelenmistir. Her radikalin indirgenmis formu daha yiiksek
potansiyele sahip serbest radikali notralize etme giicline sahiptir. Tablodan da
goriildiigii iizere hidroksil radikali (OH) en yiiksek potansiyele sahiptir ve biyolojik
radikaller i¢inde en yikici (reaktif) radikaldir [19].

2.4. Gida Endiistrisinde Antioksidanlar (Gida Koruyucular)

2.4.1. Gidalarda Oksidatif Bozunma ile Serbest Radikal Olusumu ve Olusan

Olumsuz Etkilerinin Giderilmesi:

Gida endiistrisinin uzun zaman gida maddelerinin bayatlamasi ve oksidatif bozulmasi
gibi konularla ilgili oldugu donemde, oksidatif stres cok sayida hastalikla

iligkilendirilmistir.

e Saklama ve islem siliresince yaglarin otooksidasyonu kadar enzimatik
oksidasyon da gidalarin yumusaklik ve besinsel degerini, tadini, rengini
etkileyen gida kalitesindeki koétiilesmeden sorumlu Onemi biiylik olan

reaksiyondur.

e Serbest radikal yok etme basamagina yonlenmesi ve oksidasyon basmagini
geciktirmesi amaci ile reaksiyonun baslama ve ¢ogalma basamaklarini inhibe
etme yoluyla oksidasyonun radikal zincir reaksiyonlarinin engellemesi ig¢in

gidalara cogunlukla antioksidanlar eklenmektedir [20].

e Antioksidanlar, yag peroksidasyonunda asagidaki mekanizmalarca etki eder:

(1) lokalize olmus oksijen konsantrasyonlarini azaltir,

(i1) yok edici baslangi¢ radikalleriyle zincir baslangicini onler,
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(iii)

(iv)

(v)

baslatict radikal iiretiminin engellenmesi i¢in metal iyonlar1 gibi
katalistleri baglar;

tekrar baglatic1 radikallere doniisememesi i¢in peroksit yapilarini bozar;
ve

aktif radikaller tarafindan devamli hidrojen soyutlanmasinin engellenmesi

amactyla zincir-kirma reksiyonunu gergeklestirir [21].

Bununla birlikte, biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksi
toltien (BHT) gibi sentetik antioksidanlar kanunen sinirlandirilmistir ¢iinkii

toksik etkiye sahip olduklar1 ve olasi karsinojenler oldugu sanilmaktadirlar.

Bu yiizden, endiistri tarafindan artan ilgi, sentetik bilesikler yerine dogal
bilesikler i¢in tiiketici tercihlerindeki egilimin gelismesi ve gida
uygulamalarinda sentetik antioksidanlarin elenmesi antioksidanlarin dogal

kaynagini bulmaya daha fazla hiz katmistir.

Boylelikle, hem gida bilimcileri hem de saglik profesyonelleri icin

antioksidanlar ilgi kaynagi olmustur.

Ayrica beslenmede antioksidanlarin rolii gibi alanlarda arastirmacilarin
ilgileri ortak bir noktaya varmis ve insan sagligina olan etkileri de dikkate

alimustir.

Epidemiyolojik calismalar, kanser, diabet, Alzheimer hastalifi ve
kardiyovaskiiler gibi ciddi bigimleri igeren g¢esitli hastaliklara karsi
korunmanin sebze ve meyve tliketimi artisi ile iligkili oldugunu gostermistir

[20].
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2.5. Dogal Antioksidanlarin Yapilar1 ve Kaynagi

Tokoferoller, askorbik asit, flavonoidler ve fenolik asitler en 6nemli dogal anti-

oksidan gruplaridir [22-24]

2.5.1. Tokoferoller

En iyi bilinen ve en genis kapsamli kullanilan antioksidanlardir. Tokoferoller ve
tokotrienoller olmak iizere iki gruba ayrilirlar ve her iki grup i¢in dort izomer (-, -,
v- ve 0-) vardir.Boylelikle toplam sekiz tokoferol izomeri bulunmaktadir. Hemen

hemen tiim gidalarda eser miktarda dahi olsa bulunurlar.

Bu gruptaki en 6nemli antioksidan E vitamininin en aktif formu olan a-tokoferoldiir
[25]. Tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipid peroksil radikaline vererek
antioksidatif ~ aktivite = gostermektedirler.  a-Tokoferoliin  ayni  zamanda
hidroperoksitlerin dekompozisyonunu yavaslattiklar1 bilinmektedir. Tokoferoller
1stya kars1 olduk¢a dayanikhidirlar. a-Tokoferoliin oksidatif stabiliteyi artirmada ve

sicaklik arttikca oksidasyon hizini azaltmada etkili oldugu bildirilmistir [22].
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2.5.2. Flavonoidler

Genellikle bitkilerde bulunan ve giinliik diyetle siklikla tiiketilen difenilpropanlardir.

Sekil 4. Flavonoidlere ait genel kimyasal yap1 [26].

Flavonoidler alt gruplarina ayrilirken B halkasindan C halkasina olan bagin
pozisyonu ve ayni zamanda C halkasina ait fonksiyonel gruplarin oksidasyon

durumu dikkate alinmaktadir. Ayni zamanda flavonoidler polifenollerin altgrubudur.
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Cizelge 2. Flavonoid altgruplari, kimyasal 6zellikleri, adlar1 ve kaynagiyla bilinen gida flavonoidleri [26].

Flavonoid alt
gruplari

B halkasmin C
halkasina olan
baginin pozisyonu

C halkasinin
doymamislik
derecesi

C halkasinin
fonksiyonel gruplari

Bilinen besin flavonoidleri

Zengin besin kaynaklari

Flavanol

Yok

3- hidroksi

3-O-gallat

Katekin Gallokatekin
Epikatekin
Epigallokatekin
Epikatekin-3-gallat
Epigallokatekin-3-galllat

Caylar, kirmiz1 tiziim ve kirmizi sarap

Flavanonlar

yok

4-okso

Eriodiktol
Hesperetin
Naringenin

Sitrus gidalar

Flavonlar

2-3 cift bag

4-okso

Apigenin
Luteolin

Yesil yaprakli baharatlar 6rn; maydanoz

Izoflavonlar

2-3 ¢ift bag

4-o0kso

Daidzein

Genistein

Glisitein
Biokanin A
Formonentin

soya fasulyesi, soya

Flavonollar

2-3 cift bag

3-hidroksi, 4-okso

Isorhamnetin
Kaempferol
Myricetin
Quercetin

Hemen hemen tiim gidalarda

Antosiyanidinler

1-2, 3-4 ¢ift bag

3-hidroksi

Cyanidin
Delphinidin
Malvidin
Pelargonidin
Petunidin
Peonidin

Kirmizi,mor ve mavi ¢ilek, kiraz
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Gidalardaki flavonoidler ya bitkiler tarafindan ya da gidasal islemler sonucunda
biiylik molekiillere polimerize olurlar. Bu polimerlere tannin adi verilir. Tanninlar
enzimatik ve atmosferik kosullarda olugsmaktadir. Siyah ¢ay, kirmizi sarap ve kahve

gidasal islemler siirecinden gectikten sonra tanninleri olusturmaktadir [26]

En Onemli flavanoid kaynaklar1 sebzeler, meyveler ve iceceklerdir [25].
Flavonoidler, C6—C3— C6 karbon iskeleti ile karakterize edilmektedirler. Iki aromatik

halka, ii¢ karbonlu bir alifatik zincir ile birbirine baglanmaktadir.

Flavon, flavonol, izoflavon, flavonon ve ¢alkonlar1 igeren flavonoidler tiim bitki
dokularinda bulunmaktadirlar [22]. Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini ksantin
oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlari
ile selat olusturarak, diger antioksidanlar ile etkilesime girerek, ve siiperoksit
anyonlar1, lipid peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri

yakalayarak gostermektedirler [25, 27].

2.5.3. Fenolik asitler

p-Hidroksibenzoik, 3,4-dihidroksibenzoik, vanillik, syringic, p-kumarik, kafeik,
ferulik, sinapik, klorojenik ve rosmarinik asit gibi fenolik asitlere bitkiler aleminde

siklikla rastlanmaktadir.
Organik asit esterleri veya glikozitler olarak bulunmaktadirlar. Pozisyon ve

hidroksilasyon derecesi antioksidatif aktiviteyi belirlemede Oncelik tasimaktadir

[22,28].
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2.5.4. Askorbik asit

C vitamininin meyvelerde bulunan en baskin formudur. Birincil oksidasyon {iriinii
olan L-Dehidroksiaskorbik asit (DHA) de biyolojik aktiviteye sahip oldugu igin
onemlidir. Meyvelerdeki ortalama DHA miktari, toplam C vitamini igeriginin
%10’undan azdir. Okside olmus olan form dekompozisyona daha dayaniksiz oldugu
ve biyolojik aktivite kaybina yol actig1 i¢in, askorbik asit formlarindaki degisiklikler

hem teknolojik hem de besinsel agidan 6nemlidir [29].

2.5.5. Karotenoidler

Bitkilerde ve hayvansal dokularda bulunan kirmizi-sar1 pigmentlerdir. Gidalarda
bulunan karotenoidler, sekiz tane bes karbonlu izoprenoid biriminin biraraya
gelmesiyle olugan 40 C’lu polienlerdir. Dogada 670’ten fazla karotenoid bulunmakta

ve bunlarin ¢ogu antioksidatif aktivite gostermektedir.

Gidalarda bulunan en 6nemli karotenoidler B-karoten, a-karoten, likopen, lutein ve B-
kriptoksantindir. -Karoten, viicutta A vitaminine doniistiiriilmektedir. Sari-turuncu
renkli meyve ve sebzeler, koyu yesil renkli sebzeler karotenoid kaynagi gidalar

olarak gosterilmektedir [30].
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2.5.6. Antioksidan enzimler “serbest radikalleri yakalayan enzimler”

(superoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz)

Gidalarda bulunan bazi enzimler oksijeni uzaklastirarak, hidrojen peroksit ve
siiperoksit radikalleri gibi aktif oksijen tiirlerini uzaklastirarak veya lipid
hidroperoksitlerini azaltarak antioksidatif aktivite gosterebilmektedirler. Superoksit

dismutaz, katalaz ve peroksidaz bu gruba giren enzimler arasindadirlar [31].

2.6. Gidalarda Bulunan Antioksidanlar

Serbest radikal yok edicileri gibi davranan, meyve ve sebzeler; insan sagligi i¢in
gerekli olan antioksidan vitaminlerinin (vitamin E, vitamin C, vitamin A’nin onciisii

olan 6rn; B-karoten) en 6nemli kaynagidir [20].

Bununla birlikte meyve ve sebzelerdeki toplam antioksidan kapasitesinin %80’inden
fazlas1 antioksidan vitaminlerinin disinda kendi iceriklerinde bulunanlardan dolay1
gelmektedir ki bu da bu gidalarda bulunan diger 6nemli antioksidanlarin varligin
gostermektedir ayrica serbest radikaller iizerinde yok edici verimliligini gosteren
dominant antioksidanlar fenolik bilesiklerdir ve bitki aleminde reaktif oksijen tiirleri

cok sayida ve genis ¢apta bulunmaktadir [20].
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Cizelge 3. Baz1 Besinlerin Antioksidan Icerikleri [22,24,32]

Besinler Antioksidan bilesikler

Patates Askorbik asit, o-tokoferol ve polifenolik
bilesikler

(Mor patates ve kabugu, beyaz ve sar1 patates
tiirlerine oranla daha yiiksek antioksidatif aktivite
gostermektedir.)

Brokoli (Brassica olearacea L. cv Italica L.), | Flavanoller ve hidroksisinamik asit gibi fenolik
Briiksel lahanasi(B. olearacea L. Gemmifera), | bilesikler

Kirmizi lahana (B. olearacea L. cv Rubra),
Beyaz lahana (B. olear-acea L. cv Alba) ve
Karnabahar (B. olearacea L. cv Botrytis)

Ispanak Fenoller

Domates (Lycopersicon esculentum) Likopen ve fenolik maddeler

Nektarin (Prunus persica var. nucipersica), | Yiiksek oranda askorbik asit bulunmakla birlikte
Seftali kabugu fenolik maddeler agisindan da zengindir
(Prunus persica L.), Erik (Prunus avium L.) ve
Visne (Prunus cerasus L.) ve Kiraz

Turunggil meyveleri Askorbik asit ve flavonoid igerikleri

Elma Polifenoller (epikatesin, guersetin  glikozit,
klorojenik asit, ploridzin ve
3-hidroksi-ploridzin), beta-karoten

Siyah renkli iiziimler Yiiksek oranda flavonoid ve hidroksisinnamatlar

2.7. Fenolik Antioksidan Bilesikler

Fenolik bilesikler meyvelerde, sebzelerde, kabuklu yemislerde, ¢igeklerde,
cekirdeklerde ve bitkilerde dogal olarak bulunmakta ve bu maddelere renk, acilik,

kekrelik gibi duyusal 6zellikleri saglamaktadir [33].

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarmi olustururlar [34-37].
Fenolik bilesiklerin numune matrisinden izolasyonu uygulanacak her kapsaml
yontem i¢in Onceden belirlenmesi zorunlu bir durumdur. Sonradan ortaya c¢ikan
Olciim basamaklar1 i¢in segiciligi arttirmak numune kullanimindaki ihtiyaci aza
indirebilir. En biliyllk ama¢ numune ekstraktinin hazirlanisinin - matris
engellemelerinden bagimsiz olmasi ve ilgilenilen tiim bilesenler i¢in ayni derecede
zenginlestirilmis olmasidir. Geri kazanim gorevi bir¢ok gida ve bitkinin enzim

aktivitesine sahip olmasi nedeniyle daha ¢ok komplike bir durumdur bu yilizden
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dogru ekstraksiyon yapmayi saglayabilmek icin son derece dikkatli olunmalidir [38].
Ekstraksiyon siiresince insan hatast sonucunda olusan hidroliz, oksidasyon ve

izomerizasyon i¢in dikkat edilmelidir [39-41].

Bilesikleri bu tiir bozunmalardan korumanin metodu antioksidan ( bilesigin
kendinden daha ‘aktif’ oldugu diisiiniilen antioksidan) ilavesini, ekstraksiyon
stiresince 1siksiz ve inert atmosfer ortami kullanilmasini icermektedir [42]. Bunun
gibi ifadeler numune hazirlamanin ciddi 6nemini vurgulamaktadir. Ayrica yiiksek
perfrormansli s1vi kromotografi sistemini bulan Merken ve Beecher [43] tarafindan
flavonoidlerin bes alt smifindan; flavonlar, flavanoller, katekinler ve

antosiyanidinlerin herbirinden ayrilan biiytik yapili fenolikler gosterilmistir.

Smirh aralikta fenoliklerin uygun referans bilesigi olarak ticari elde edilebilirligi
fenolik bilesiklerin miktar Sl¢iimiine ilgiyi azaltmistir [44]. Ancak bu durum hizla

degismektedir ve fenol miktarlarinin dl¢iimiine olan ihtiyag arttirilmaktadir.

Artik bitki fenollerinin konsantrasyon araligi fenol ¢esitliligine ve sayisina gore
farkliliklar gostermektedir.Bitki fenolleri genellikle pK, degerlerinin 8’den 12'e
degisen araliklarda olmasiyla iyonlasabilme oOzelligine sahiptir ve yag:su ayrilma
katsayilar 6x10"den 1,5’a degismektedir [45]. Bundan dolay1 fenolikler asiditede
hatir1 sayilir faklilik gdsterirken polaritesinde de hidrofobik karakterden hidrofilik
karaktere degiskenlik gostermektedir.

Yeni fitokimyasallar ayn1 zamanda geleneksel ilaglarda da goriilmektedir ve bitkinin
kok, cicek, yapraklar1 gibi ‘yenilemeyen’ kisimlarinda da fitokimyasallar
bulunmaktadir [46-49]. Diyetle alinan en 6nemli fenoller (kantitatif olarak) fenolik

asitler ve flavonoidlerdir [50].

Tahillardaki fenolik igerik ¢ogunlukla dis tabakada bulundugu i¢in 6giitme derecesi

fenolik igerik {izerinde 6nemli etkilere neden olmaktadir [51].
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Polen [52, 53], yulaf tanesi [54], meyve ve sebze [42], zeytin yad1 [55], sogan ve
soya tohumu ekstrakti [56] ve bitki gibi ¢esitli numune tiplerinden genis bir aralik
icinde yer alan fenoliklerin geri kazanimi i¢in ¢ogu kez secilen ¢oziicii etil asetat ve

sulu metanoldiir.

Fenolik maddeler bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir,
en yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoitler, sinnamik asit tiirevleri,
kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve
kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklari bilinmektedir. Bu

bilesikler genellikle bitkilerde glikozit ve ester formlarinda bulunmaktadir [18].

Her ne kadar koruyucu etkilerin ilk zamanlarda B-karoten ve askorbat gibi gida
igerikleriyle iligkili oldugu diisiiniilmiisse de fenolik unsurlar énemli derecede rol

oynayabilmektedirler [33].

Eger elektron verici grup varsa, oOzellikle de fenolik bilesiklerin o- ve p-
konumlarinda bulunan hidroksil grubu bilesigi polar yapar ve bundan dolay1
antioksidan aktivite artar. Ayn1 zamanda, birgok Salvia tiirliniin en 6nemlisi olan
‘rosmanol’lin bu kadar giiclii antioksidan aktivitesinin olmasinin en 6énemli nedeni de
budur, ¢linkil bu gruplar fenolleri kolaylikla hidrojen atomlarin1 verebilecek duruma
getirerek, serbest radikalleri etkili hale getirir ki bu da otooksidasyon zincir
reaksiyonunu durdurur. Bu goriis, raporlariyla Gu ve Weng tarafindan da

desteklenmektedir [21].

Bitki polifenollerinin antimikrobiyal ajanlar oldugu diisiiniilmektedir ve potansiyel
dogal gida koruyucular1 olarak 6nerilmektedirler. Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesi ge¢miste rapor edilmis olmasina ragmen, mikroorganizmalar {lizerine etki

mekanizmasi heniiz agiklanmamistir [37].
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2.7.1. Fenollerin izolasyonu ve Antioksidan Kapasitelerinin Ol¢iimii

Acik havada kurutulmus ve iyice Ogiitiilmiis bitkilerin ekstraksiyon islemine tabi
tutulmasiyla fenolik yapilar daha ¢ok suda ¢oziinebilen (polar) ¢oziicii kisminda

kalmaktadir (6rn; metanol, etanol, su).

Soxhlet ekstraksiyonuyla elde edilen ekstraktlar, DPPH serbest radikal siipiiriicii
uygulamasi ve B-karoten/linoleik asit sistemi diye adlandirilan iki tamamlayict test

sistemi tarafindan antioksidan aktivitesi olasiliklar i¢in arastirilir.

DPPH radikal yok-edici uygulamasi kaba ekstraktin hidrojen verme kapasitesini
tayin edebilmek i¢in Von Gadow, Joubert ve Hansmann [57] tarafindan tanimlanan
metodun kullanilmasiyla yapilir. B-Karoten/linoleik asit sisteminde ugucu organik
bilesiklerine ait ve linoleik asit oksidasyonundan dogan ciftlestirilmis hiperoksit
dienlerine ait siddet azalmasinin Olgiilmesi ile antioksidan kapasitesi tespit edilir

[18].

2.7.2. Fenolik Bilesiklerin Analiz Yontemleri

Karmagik yapilarindan dolay1 fenolik bilesiklerin, 6l¢iimii ve bitki materyallerinden

izolasyonu ¢ok zordur.

Stiphesiz, aromatik bitkiler iginde fenolleri hem nicel hem de nitel olarak tespit
edebilmek ¢ok onemlidir. Bu bilesiklerin tayini ve ayrimi i¢in birgok analitik metod
kullanilmigtir. Bu denenmis metodlarin ¢ogu yiiksek performans sivi kromatografisi
teknigi ile UV spektrometresini baz almistir ¢linkii bu metotta tiirevlendirme
analizlerin Oncesinde gerekmemektedir. Yine de kiitle spektrometrisi (MS) ile
karsilastirilinca UV-goriiniir bolge spektrumu yeterli derecede ayirma giiciine sahip

degildir. Bundan dolay1 kiitle spektrometrisi (MS) ile birlestirilmis kapiler gaz
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kromatografisi (GC-MS) daha kesin sonuglar ¢ikarabilmektedir. GC-MS ile analizi
yapilan ugucu olmayan ve 1siya karsi dayaniksiz fenoliklerin, kimyasal

tiirevlendirmeyle ugucu ve 1stya dayanikli maddelere ¢evrilmesi gerekir.

Son zamanlarda LC-MS de genis ¢apta kullanilmistir. S1vi kromatografisi teknigi ile
kiitle spektrometrisi teknigi gibi birlestirilmis tekniklerin kullanilmasi bitki
ekstraktlarinin analizinde Onemli avantajlar saglamaktadir clinkii LC’nin ayirma

ozelligi ile MS’in tespit ve ispat giicli birlesmektedir.

HPLC analizinde ise, once glikozidler ve esterlerin hidroliz olmasi1 gerekli olan bir

asama vardir; boylelikle fenolik icerikler tayin edilebilirler.

Ekstraksiyon % 62.5 sulu metanol karisiminda yapilmaktadir. Metanoliin koruyucu

ozelligi, fenolik bilesiklerin ezimler tarafindan oksidasyona ugramasini onler.

Fenolikleri ayirmak i¢in uygulanan HPLC tekniginde ters faz (RP) kolonlar
kullanilir. Fenolik maddelerin 6l¢iimii ve izolasyonu i¢in kullanilan bu teknik ¢ok
yaygindir. Alikonma siirelerinin ve spektral eslesmenin baz alinmasiyla her bilesigin
analizi yapilmis olur. Ornegin; Literatiirlere gore benzoik asit tiirevleri 246-262

nm’de maksimum absorpsiyon gostermektedir [37].

2.8. Antioksidan Madde Ekstraksiyonu I¢in Kullanilan Teknikler

Bu teknikler, sivi ¢oziicii ekstraksiyonlari, kat1 faz ekstraksiyonlar1 ve siiperkritik

akiskan ekstraksiyonlar1 olmak {izere {i¢ ana kisimda ele aliabilirler [50].
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2.8.1. Siv1 Coziicii Ekstraksiyonlar:

Cogu durumda, genis sayida fenollerin geri kazaniminda basit siizme igleminin
yetersiz kalmasiyla sivi ekstraksiyonuna bagvurulur. Bu yontemde, pek ¢ok farkli
Ozellikteki numuneden fenollerin geri kazanimi amaciyla, etil asetat ve sulu metanol
en ¢ok tercih edilen ¢oziiciiler olmustur. Bunlarin yani sira daha az oranda olsa da

metanol, etanol, sulu etanol, sulu aseton ekstraksiyonlar1 da uygulanmaktadir [50].

2.8.2. Kati-Faz Ekstraksiyonlari

Bir numunedeki fenollerin dedektor duyarliligi ve seviyelerindeki degisim, siklikla
farkli geri kazamim teknikleri gerektirebilir. Ornegin flavonon glikozitler kan
portakali suyundan basit ekstraksiyonla geri kazanilabiliyorken, trans-sinnamik asit
ters-faz kat1 faz ekstraksiyonuyla konsantre edilebilmistir. Kati-faz ekstraksiyonlari,
pek cok sikic1 ve yorucu geleneksel ekstraksiyon metodlarina goére daha hizli ve daha
duyarli bir tekniktir. Kat1 faz ekstraksiyonu yoluyla numune hazirlama ve
konsantrasyonu tek bir basamakta gerceklestirilebilir. Bu teknikte de yikama
¢Oziiciileri olarak etil asetat, metanol, tetrahidrofuran, asetonitril, metanol-
dimetilsiilfoksit karisimi gibi ¢oziicii sistemleri kullanilmaktadir. Cg, C;s, Cjs-ters-
faz, iyon degistirici, poliamid gibi ekstraksiyon kartuslar1 da en fazla tercih edilen

kat1 fazlardir [50, 58, 59].

24



2.8.3. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Pek cok alanda oldugu gibi, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda da stiperkritik
akiskanlardan yararlanilmaktadir. Siiperkritik akiskanlarin kullaniglt 6zellikleri ve

teknigin uygulamasindaki kolayliklar son yillarda bu teknige olan ilgiyi artirmistir.

2.8.3.1. Siiperkritik Akiskanlar ve Ozellikleri

Bir stiperkritik akiskan, “sicakligi ve basinci kendi kritik sicakligt ve basincinin
tistiinde olan, gaza benzeyen, i¢inde bulundugu kabi doldurup onun seklini alabilen
ve sikistirilabilen bir akiskan” olarak tanimlanmaktadir. Siiperkritik akiskan bir sivi
degildir fakat siviya benzer bir yogunluga (0,1-1 g/ml) ve ¢oziicii giicline sahiptir

[60].

Kritik sicaklik, bu sicakligin yukarisinda bir gazin basincimi yiikseltmek suretiyle
stvilagtirilmasinin miimkiin olmadig1 sicakliktir. Kritik basing ise, kritik sicakliktaki
bir gazin sivilagtirabilmesi i¢in gerekli olan basingtir [60]. Bir basing-sicaklik
diyagraminda, kritik sicaklik ve kritik basing noktalarindan diger eksene ¢izilen
yataylarin kesim noktasinin (kritik nokta) 6tesinde kalan bolge “siiperkritik akigkan”

bolgesi olarak adlandirilir (Sekil 5).

Bu bolgede madde hem sivi hem de gaz 6zelliklerini beraberinde tasir. Bu nedenle
bu bolgedeki madde ne sivi ne de gaz olarak kabul edilir. Sadece “akigskan” olarak

adlandirilir.

Ekstraksiyonda siiperkritik akigskan kullanilmasinin klasik ¢oziicii kullanimina gore
bazi avantajlar1 vardir. Ornegin, siiperkritik akiskanlarla ekstraksiyon hizlidir. Sahip
olduklar1 diisiik viskozite onlara, sivilara nazaran daha iyi bir kiitle transferi

karakteristigi saglar. Kantitatif bir siiperkritik akigkan ekstraksiyonu genellikle 10-60
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dk’da tamamlaniyorken, sivi ekstraksiyon siireleri birka¢ saatten birka¢ giine kadar

degisebilmektedir. Ayrica, siliperkritik akigkanlar oda sicakliginda ¢ogunlikla gaz

olduklarindan dolay1, sivi ekstraksiyonlarinda ekstraksiyondan sonra uygulanmasi

gereken konsantrasyon basamagi ortadan kalkar veya daha basit bir hale gelir.

7295

Basing
(atm)

511

Siiperkurith
Ahghan
Bolgesi
ublitik : Kritih Nokia
Bilge |
I
I
I
S :
Kat I
|
|
|
I
I
Gaz I
I
_________ I
| Ughii Nokta I
| ]
- 56,6 M1
Sicakhk (=C)

Sekil 5. CO,’in faz diyagram

Stiperkritik akigkanlarin ¢cogu inert, saf, toksik olmayan ve ucuza temin edilebilecek

maddelerdirler. CO, ve N,O gibi maddeler ¢ok diisiik bir kritik sicakliga sahip

olduklarindan (31°C ve 36 °C) sicakliga duyarli maddelerin ekstraksiyonunda da

kullanighdirlar [61]. Bir stliperkritik akigkanin ¢oziicii kuvveti ekstraksiyonun

gerceklestirildigi sicakliga ve basinca baglidir. Bu durum basincin (daha dar bir

kapsamda sicakligin) degistirilmesiyle ekstraksiyonun 6zel bir bilesik sinifi i¢in

optimize edilmesine imkan tanir. Ornek olarak antioksidan aktif bilesikler olan

karnosik asit,

karnosol, epirozmanol ve izorozmanol’liin biberiye yapraklarindan iki
, yey

basamakli ekstraksiyonu oOrnek olarak verilebilir. Bu sekilde farkli antioksidan
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aktiviteli ve esansiyel yag bilesenli iki fraksiyon elde edilebilmistir. Bu
ekstraksiyonun ilk basamagi 40 °C ve 100 bar basingta, ikinci basamagi ise 60 °C ve
400 bar basingta gerceklestirilmistir [62]. Sivi-kat1 ekstraksiyonlarinda genellikle 20-
100 g’lik numune miktarlari ile ¢alisiliyorken, stiperkritik akiskan ekstraksiyonunda
genelde 0,5-0,15 g gibi ¢ok kiiciik miktarlarla calisilabilmektedir [63]. Tipik bir s1vi-
kat1 ekstraksiyonu yiizlerce ml ¢oziicii gerektirir. Oysa stiperkritik akiskan

ekstraksiyonunda bir ka¢ ml organik ¢oziicii ya kullanilir ya da hi¢ kullanilmaz [64].
Stiperkritik akigkan ekstraksiyonlarinda kullanilan c¢oziiciilerin sayis1 oldukga

sinirhidir. Bu amagcla kullanilan ¢o6ziiciilerden bazilar1 ve Ozellikleri Tablo 1’de

verilmistir [65].

Cizelge 4. Stiperkritik akiskan olarak kullanilan bazi ¢oziiciiler ve

ozellikleri
Kritik Kritik Molekiil Kritik Dipol Kritik
Sicaklik Basing Agirligi Hacim Moment Yogunluk

Akigkan (°C) (atm) (g/mol) (cm*/mol) (debye) (g/ml)
Metan (CHy) -82,4 46,6 16,4 99,2 0,0 0,160
Etan (C,Hy) 32,4 49,5 30,07 148,3 0,0 0,204
Propan (C;Hj) 96,8 43,1 44,09 203,0 0,0 0,219
n-Biitan (C4H;() 155,2 38,5 58,12 255,0 0,0 0,225
n-Pentan (CsHy) 196,6 34,1 72,15 304,0 0,0 0,230
n-Hekzan ((C¢H,4) 234,4 30,5 86,18 370,0 0,0 0,230
Aseton (CH;-CO-CHz) 235,1 47,6 58,08 209,0 2,9 0,242
Metanol (CH;0H) 240,1 82,0 32,04 118,0 1,7 0,246
Etanol (CH;CH,OH) 2432 62,2 46,07 167,1 1,7 0,275
Karbon dioksit (CO,) 31,1 74,8 44,01 93,9 0,0 0,472
Amonyak (NH;) 132,4 115,0 17,03 72,5 1,5 0,211
Nitroz oksit (N,0O) 36,6 73,4 44,01 974 0,2 0,445
Su (H,0) 3744 224,1 18,02 57,1 1,8 0,281
Kloroform (CHCl;) 263,4 54,4 119,38 238,9 L1 0,525
Benzen (C¢Hg) 562,2 49,5 78,11 259 0,0 0,298
Siklohekzan (C¢H,() 560,5 43,9 82,15 - 0,6 0,265

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonlarinda kullanilan ¢oziiciiye degisik oranlarda farkli
polaritede bagka c¢oziicliler ilave edilerek ekstraksiyon islemlerinde segicilik
olusturulabilmektedir. Ilave edilen ¢dziicii genellikle “modifiyer” olarak adlandirilir.
Kiictlik bir miktar modifiyer ilavesi ekstraksiyon etkinligini artirabilir. Bir ¢caligmada,

aromatik bitkilerden esansiyel yaglar ekstrakte etmek icin 2,5 ml’lik bir stiperkritik
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akigskan hiicresinde 500 mg’lik bir numuneye sadece 0,5 ml CH,Cl, ilave etmek
suretiyle, 4 saatlik bir hidrodistilasyondan elde edilen verim 90 dk yerine 30 dk’da
elde edilebilmistir [66].

2.8.3.2. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunun fenolik bilesiklere uygulanmasi

Yiiksek basingli sistemlerin laboratuarlarda kullanilabilir hale gelmesiyle birlikte
siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, esansiyel yaglar, diger koku ve tat wverici
bilesikler, tibbi bilesikler, yaglar, karotenler ve alkaloidler gibi polar olmayan c¢esitli
bilesik gruplarina uygulanir hale gelmistir [67]. Bununla beraber uzun ekstraksiyon
siirelerine sahip olmalar1 ve son derece reaktif fenolik tiirlerin bozunma siirecinden
korunmasi amaciyla 6nlem gerektirmelerinden dolayr geleneksel metotlarin kat1 ve
yart katt numunelere uygulanmalart siurlit kalmaktadir. Bu sebeplerden dolay1
stiperkritik akigskan ekstraksiyonu, fenolik bilesiklerin ekstraksiyon davranigi ve geri
kazanimi i¢in ¢ok sayida avantaj sunmaktadir [68]. Yapilan bir ¢alismada, genis bir
polarite araliginda fenolik bilesikler se¢ildi. Ekstraksiyon parametreleri optimize
edildiginde en uygun diizenleyicinin (modifiyer) metanol oldugu tespit edildi. Sabit
kat1 silisyum oksit fazindan sadece p-kumarik asit, ter-resveratrol ve salisilik asit gibi
daha az hidroksilasyonlu bilesikler kantitatif olarak elde edilebilmisken, daha polar

fenolik asit ve flavonoidlerin geri kazanim oranlar1 % 30-70 arasindaydi [68].

Bir baska c¢alismada fenoller, kurutulmus (100 °C), 6giitiilmiis ve elenmis (< 500 pm)
zeytin yapraklarinda metanol ile modifiye edilmis siiperkritik CO, kullanilarak izole
edilmistir [69]. Modifiyer icerigi, basing sicaklik akis hizi, ekstraksiyon zamani,
biriktirme/yikaylp alma degiskenleri gibi ekstraksiyon degiskenleri arastirildi.
Stiperkritik akiskan ekstraksiyonunda, n-hekzan, etoksietan, etilasetat gibi sivi
coziiciiler icinde sonikasyondan elde edilenlere gore daha yiiksek fenol icerikli daha
temiz ekstraktlar elde edilmistir. Ancak ekstraksiyon verimi, sivi metanolden elden

edilen verimin sadece % 45’1 kadar olmustur. Ekstraktlar, elektrospreyiyonizasyon-
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kiitle spektrometresi (ESI-MS) kullanmilarak (negatif iyonizasyon modunda)

karboksilli asitleri ve fenolleri acisindan incelendiler.

Benzer bir ¢alismada da, un halindeki soya fasulyesinden, genistin, genistein ve
daidzein gibi izoflavonlar, siiperkritik CO, ile degisik sicaklik, basing ve modifiyer
yilizdeleri kullanilarak ekstrakte edilmis ve sonuglar, soxhlet ve ultra sonikasyon gibi
geleneksel teknikler kullanilarak elde edilenlerle karsilastirilmistir  [70].
Ekstraksiyon, 40-70 °C sicaklik, 200-360 bar basing ve hacimce % 70’lik sulu
metanoliin kullanilan karbondioksite gore mol yiizdesi 0, 5 ve 10 olacak sekilde
modifiyer olarak kullanilmasiyla gergeklestirilmistir. 70 °C ve 200 bar basingta, % 10
molar yiizdeyle kullanilan modifiyerle elde edilen genistin ve genistein degerleri
geleneksel metodlarla elde edilenlerden daha diisiik olmustur. Bu basamakta
sicakligin etkisinin dominant oldugu gozlendi. 50 °C ve 360 bar basingta elde edilen
daidzein degeri ise geleneksel metodlarla elde edilenlerden daha yiiksek
bulunmustur. Bu basamakta ise basing daha etkili parametre olarak gdzlenmistir.
Ekstrakte edilen toplam izoflavonoidlerin maksimum miktar1 ultra-sonifikasyonda
311,55 mg.g”', soxhlette (212,86 mg.g") ve siiperkritik CO, te 86,28 mg.g” olarak

bulunmustur.

2.9. Bitkilerin odunsu ve kabuklu kisimlarindan fenolik bilesik ekstraksiyonu

Bitkilerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda genellikle yaprak ve meyve
kisimlar1 kullanilmaktadir. Ancak bitkilerin kok, govde ve kabuk gibi diger
kisimlarindan da elde edilebilirler ve son zamanlarda bu tiir ¢alismalar da yogunluk
kazanmaya baslamistir. Bitkilerin lifli kisimlarinin asidik hidroliz {iriinlerinden
yapilan sivi-sivi ekstraksiyonlart ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan etki
gosterdikleri yapilan calismalarla ortaya konmustur [71, 72]. Bitkilerin odunsu
kisimlarindan dogrudan sivi ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin da

antioksidan etkiye sahip olduklar1 bulunmustur [73, 74].
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Asidik hidroliz lignoseliilozik materyallerin hemiseliiloz kisminin monosakkaritlere
pargalanmasini saglar ve lignin ile selillozun yapida kalmasina neden olur. Asidik
hidrolizatlar sekerleri, seker dehidrasyon iirlinlerini (furfural veya hidroksimetil
furfural gibi), asetik asit ve ¢dziiniir lignin kismindan gelen bilesikler igerirler [72,
75]. Asidik hidroliz  boyunca lignin ve lignin-hemiselilloz  baglarinin
depolimerizasyonu gergeklesir. Ligninin ¢ogu asitte ¢éziinmez (Klason lignin) fakat
az da olsa bir kisim lignin asitte ¢oziiniir. Sicak su serbest fenolik asitleri ekstrakte
edebilmektedir. Asidik hidroliz basitge esterlesmis fenolik asitleri serbest hale
gecirebilir. Asitte ¢oziinebilen lignin kisminin tamam fenolik veya polifenolik yapida
kabul edilir [72]. Lignin monomer ve dimerlerinin antioksidan aktif maddeler

olduklar1 gézlenmistir [76].

Odunsu ve yaprak kisimlariyla kiyaslandiginda, bitkinin kabuk kismi muhtemel
antioksidan etkili bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en ekonomik ve yaygin kaynaktir.
Betula alleghaniensis Britton kabuklarindan lupeol, betulin ve betulilnik asit gibi
yiiksek biyolojik aktiviteli triterpen bilesikleri ekstrakte edilmistir [77].

Bu orneklerden agik¢a anlasilacagi tizere, bitkilerin meyve ve yapraklarinin
haricindeki kisimlardan da antioksidan etki gosterebilen bilesikler elde

edilebilmektedir.

2.10. Caliyma Materyali Hakkinda Botanik Bilgi ve Calismanin Amaci

Laurocerasus officinalis Roem., yaklasik 6 m’ye kadar boylanabilen, y1l boyu yaprak
dokmeyen, agactan daha kiigiik bir bitkidir. 20-2000 m yiikseltileri arasinda,
cogunlukla ormanlik alanlarda Fagus ve Rhododendron tiirleri ile birlikte yetigir [78].
Rosacae familyasina ait bir bitki olup benzer isimleri:Padus Laurocerasus (L.)

Miller, Cerasus Laurocerasus (L.) Lois, Laurocerasus Vulgaris Carr. dir [79].
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Bitkinin  degisik kisimlar1  farkli maksatlarla  kullanilmaktadir.  Ornegin,
yapraklarindan, sakinlestirici, narkotik ve antispazmotik bilesikler elde edilmekte,
meyve ve yapraklar1 ayn1 zamanda parfiim ve boya sanayinde kullanilmaktadir [80].
Dogu Karadeniz Bolgesinde “karayemis” adiyla bilinir. Karayemis, diiiretik ve
antidiabetik O6zelliklere sahip olup, bolgede sindirim sistemi problemleri, bronsit,
ekzema, hemoroid tedavisinde kullanilmaktadir [81-83]. Laurocerasus officinalis,
Rosaceae familyasinda ve Prunoideae altgrubunda officinalis tiirline aittir ve ayni
zamanda taflan veya yabani kiraz olarak da bilinmektedir. Tiirkiye’nin dogu
Karadeniz bolgesinde, Balkanlarin bazi kisimlarinda, Kuzey Irlanda’da, bati
Avrupa’da, giiney ve bat1 Kafkasya’da, Iran’da, dogu Marmara’da ve bazi Akdeniz

tilkelerinde yetismektedir.

Laurocerasus  officinalis,  dekoratif —maksatlarla peyzaj mimarisinde de
kullanilabilmekte, meyvesi hem taze hem de kuru haliyle ve ayni zamanda recel,
pestil, marmelat ve igecek seklinde de tiiketilmektedir [81, 84]. Tiirkiyenin Dogu
Karadeniz Bolgesinde yakacak odun olarak da kullanilmaktadir [85]. L. officinalis
bircok bitkinin yaptig1i gibi c¢ogunlukla fenol veya fenollerin oksijen-substitue

tiirevleri olan aromatik maddeler sentezleyebilmektedir [81].

Yapilan literatiir incelemesinde Laurocerasus officinalis Roem bitkisinin antioksidan
ve fenolik bilesik igerigi ile ilgili az sayida ¢aligmaya rastlanmistir. Bunlarin biiytik
bir kismi1 da bitkinin yaprak ve meyvelerinden biyolojik aktiviteye sahip ekstraktlar
eldesi, ayrica odunsu kisimlarindan enerji tiretimi ile ilgilidir [80, 81, 85, 86]. Oysa
Karadeniz bolgesinin bu karakteristik bitkisinin kabuk ve odunsu kisimlarindan da
antioksidan etkiye sahip ekstraktlar ve fenolik bilesikler elde edilebilecegi
diisiiniilmektedir. Bu amagla bu bitkinin yaprak, kabuk ve gdévde kisimlarindan
hazirlanan numunelerin degisik ¢oziiciiler kullanilarak soxhlet ve siiperkritik akiskan
ekstraktlarinin elde edilmesi, elde edilen bu ekstraktlarin, DPPH radikal temizleyici
aktivitesi ve demir iyonu indirgeme antioksidan giicii belirleme yontemleri ile

antioksidan aktiviteleri, Folin-Ciocalteau yontemiyle de toplam polifenol bilesik
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igerikleri, HPLC-UV teknigi ile de igeriklerindeki fenolik bilesiklerin (6zellikle

fenolik asitlerin) miktarlarinin belirlenmesi planlanmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Numune Hazirlama

Laurocerasus Officinalis Roem. bitkisine ait numuneler, mayis 2006 doneminde
Trabzon ili, Akgaabat ilgesi, Glineykdy koylinden toplandi. Giines 15181 ve nemden
korunarak en kisa siirede laboratuar ortamina alindilar. Burada numuneler yaprak,
kabuk ve govde (odunsu kisim) olmak tizere ii¢ kisma ayrildi. Dogrudan giines 15181
almayacak sekilde serin ve kuru hava akiminda birakilarak kurumalar1 saglandi..
Tiim numuneler énce mekanik yontemlerle yaklasik 0,5-1,0 cm biiyiikliige kadar
kiictiltiildii. Ardindan IKA A11 basic model bir degirmende dgiittildiiler ve RETSCH
AS 200 model bir elek sallayicida elenerek 125 pm’den kiiciik, 125-250 pm arasi ve
250 um’den biiyiik olmak tizere ii¢ farkli pargacik biiyiikliigiine ayrildilar. Amber
renkli saklama siselerine alindiktan sonra siselerin bos kisimlarindaki hava azot ile
degistirildi. Kapaklari sikica kapatildi ve deneylerde kullanilincaya kadar karanlikta

+ 4 °C’de muhafaza edildiler.

3.2. Kullanilan Malzeme, Coziicii, Reaktif ve Standart Maddeler

Deneylerde kullanilan fenolik standart maddeler olan benzoik asit, p-hidroksi
benzoik asit, kafeik asit, klorojenik asit, gallik asit, gentisik asit, p-kumarik asit,
protokatekuik asit, p-vanillin, sinapik asit, siringik asit, siringaldehit, vanillik asit
Sigma (Almanya)’dan, ferulik asit, protokatekaldehit, Folin-Ciocalteau reaktifi,
Alkan Standart Karisimi, DPPH (1,1°-difenil-2-pikrilhidrazil) reaktifi, asetonitril
(HPLC derece), n-hekzan (HPLC derece), metanol (HPLC derece), etil asetat (HPLC
derece), aseton, dietil eter ve donar asetik asit Fluka (Almanya)’dan satin alindi.

HPLC siringa filtreleri (13 mm, 0.45 pm) Millipor hydrophilic PVDF satin alindu.
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3.3. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

3.3.1. Soxhlet ekstraktlarinin hazirlanmasi

Daha oOnceden ogiitiiliip hazirlanmis olan ¢ farkli parcacik boyutundaki
numunelerden pargacik boyutu 125 pm’den kiiciik olan numuneler kullanildi. Bu
amagla 0,1 mg hassasiyetle tartilmis yaklasgtk 20 g numune, kullanilacak
ekstraksiyon ¢oziiciisii ile onceden yikanmis ve elenmis ayni miktardaki kumla
homojen bir sekilde karistirilarak ayni ekstraksiyon ¢oziiciisii ile dnceden yikanmis
olan ekstraksiyon kartusuna alindi. Kartug 100 ml hacmindeki soxhlet ekstraksiyon
cihazinda yerlestirildi ve kaynama balonuna 150 ml kadar ekstraksiyon ¢oziiciisii ve
birkag¢ kaynama tasi konularak 6 saat (36 sifon) artik renkli sifon gelmeyinceye kadar
ekstrakte edildi. Ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak literatiirde de en fazla kullanilan

¢oziicli olan metanol (HPLC derece) kullanildi [87].

Elde edilen ekstrakt, partikiillerinden arindirilmak iizere mavi bandan siiztildi ve
doner buharlastiricida kurutuldu. Elde edilen kuru ekstraktin miktar1 0,1 mg
hassasiyetle tartilmak suretiyle belirlendi ve tekrar metanolde ¢dziilerek
konsantrasyonu kesin olarak bilinen stok ¢ozelti elde edildi. Elde edilen stok ¢ozelti
151k almayacak sekilde bir cam kap i¢ine alindi. Cozelti kabinin i¢indeki atmosfer
azot atmosferi ile degistirilerek kapagi sikica kapatildi ve ileri analizler i¢in + 4
°C’de bir sogutucuda saklandi. Bu sekilde yaprak, kabuk ve gévde olmak iizere li¢
farkli stok ¢ozelti elde edildi.

3.3.2. Siiperkritik akiskan ekstraktlarinin hazirlanmasi

Siiperkritik akiskan deneyleri iki kistmda ele alindi. Ilk kisim, sabit
ekstraksiyon parametreleri kullanilarak gerceklestirilen ve ekstraktlarin antioksidan

aktiviteleri, toplam fenolik madde tayinleri gibi deneysel ¢aligmalarin haricinde,
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fenolik bilesik igeriklerinin de tespiti i¢in yapilacak olan HPLC-UV deneyleri i¢in
ana ekstraktlarin hazirlanmasi, ikinci kisim ise pargacik biiyiikliigii, zaman ve ¢oziicli
gibi ekstraksiyon parametrelerinin, ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi ve
antioksidan aktiviteleri lizerine etkisini incelemek amaciyla gerceklestirilen kinetik

calisma kismu ekstraktlarinin hazirlanmasi seklinde planlandi.

3.3.2.1. Ana ¢alisma kismi ekstraktlarinin hazirlanmasi

Numunelerin soxhlet ekstraktlar1 ile bir karsilastirmasini yapmak {izere c¢oziicii
olarak yine metanol kullanilarak statik stiperkritik metanol ekstraktlar1 elde edildi.
Bu amagla, 75 = 1 ml hacminde 316 no paslanmaz celikten el yapimi bir otoklav
kullanildi. 30 mm i¢, 60 mm dis ¢apa, 170 mm yiikseklige sahip olan otoklav, M12
35x1,5 olgiilerinde yivli ylikleme agzina sahip olup, yiiklemeden sonra aym

oOl¢iilerdeki vida tipi bir kapak ile kapatilarak kullanildi.

Her bir ekstraksiyon basamaginda, 125 pm’den kiiclik olan numunelerden (yaprak,
kabuk veya govde) 0,1 mg hassasiyetle tartilan yaklasik 2 g numune kullanilacak
¢cozliciiniin 15 ml’si ile karistirilarak otoklava yiiklendi. Daha sonra otoklavin
icindeki atmosfer azot atmosferi ile degistirildi ve kapagi bakir conta kullanilmak
suretiyle sizdirma yapmayacak sekilde kapatildi. Otoklav, sicakligi kullanilan
¢Ozliciintin kritik sicakhiginin yaklagik 5 °C {izerine ayarlanmis olan silindirik bir
wsiticiya yerlestirilerek 5 dk’lik bir 6n 1sitmadan sonra, 30 dk’lik statik ekstraksiyona
tabi tutuldu. Kullanilan ¢6ziicii metanol oldugundan sicaklik 245,1 °C’ye ayarlandi
(Metanol’iin kritik sicaklig1 240,1 °C). Ekstraksiyon ortaminin sicakligi bir termogift
yardimiyla kontrol edildi. Yeterli antioksidan aktif madde konsantrasyonlarina
ulasabilmek icin soxhlet ekstraksiyonlarinda kullanilan madde miktarlar1 esas
almarak her bir numune icin on paralel ekstraksiyon gergeklestirildi ve elde edilen

ekstraktlar birlestirildi.
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Ekstraksiyon siiresinin tamamlanmasindan sonra, otoklav, ortam sicakligina kadar
sogutuldu ve igerigi kullanilan ¢oziicii ile yikanarak ayri bir toplama kabina alindi.
Toplama kabi i¢indeki atmosfer de ekstraktin havadaki oksijen ve diger oksitleyici
maddelerde etkilenmemesi i¢in azot atmosferi ile degistirildi. Tiim ekstraksiyonlarin
tamamlanmasindan sonra elde edilen toplam ekstrakt vakum altinda mavi band
stizgec¢ kagidindan siiziildii, ¢oziiciisii bir doner buharlastiricida uzaklastirilarak kuru
ekstrakt elde edildi. Kuru ekstraktin kiitlesi 0,1 mg hassasiyetle tartilarak
belirlendikten sonra HPLC derece metanolde ¢oziilerek konsantrasyonu belli olan ii¢
farkl stok ¢ozelti (yaprak, kabuk, govde) elde edildi. Soxhlet ekstraktlarinda oldugu
gibi bu ¢ozeltilerin bulundugu kaplardaki hava, azot atmosferi ile degistirilerek + 4

°C’de karanlikta ileri deneylerde kullanilmak tizere saklandilar.

3.3.2.2. Kinetik calisma kismm ekstraktlarimin hazirlanmasi

Calismanin kinetik kisminda, siiperkritik akiskan ekstraktlariin toplam fenolik
icerigi ve antioksidan aktiviteleri lizerine parcacik biiyiikliigii, zaman ve ¢oziicii gibi
parametrelerin etkisini incelemek amaciyla ekstraktlar elde edildi. Tiim deneylerde
kabuk ve govde numunelerinin miktar olarak yetersizligi nedeniyle yaprak

numuneleri kullanildi.

i) Parcacik biiyiikliigii etkisinin incelendigi ekstraktlarin hazirlanmasi:

Bu deneylerde 0-125 pm, 125-250 pum ve 250-500 um pargacik biiyiikliigiine sahip
yaprak numuneleri kullanildi. Coziicii olarak metanol secildi. Ekstraksiyon siiresi
olarak 5 dakikalik bir 6n 1sitma periyodunun ardindan 30 dakikalik statik
ekstraksiyon uygulandi. Sicaklik metanol’iin kritik sicakligi olan 240,1 °C’nin 5 °C

lizerine sabitlendi (245,1 °C). Ekstraklarin elde edilmesi i¢in uygulanan sonraki
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kisimlar, ana c¢alisma kismi ekstraktlarinin  hazirlanmasinda anlatildigr  gibi

gerceklestirildi.

ii) Zamamnin etkisinin incelendigi ekstraktlarin hazirlanmasi:

Bu ekstraktlarin hazirlanmasinda 125-250 pm pargacik biiyiikliigiine sahip yaprak
numuneleri kullanildi. Céziicii yine metanol ve ekstraksiyon sicakligi da 245,1 °C
olarak uygulandi. Ekstraksiyon siireleri olarak 5 dakikalik 6n 1sitma periyodunu
takiben uygulanan 15, 30 ve 45 dakikalik siireler segildi. Sonraki basamaklar ana

caligsma kismi ekstraktlari ile benzer sekilde gerceklestirildi.

iii) Coziicii etkisinin incelendigi ekstraktlarin hazirlanmasi:

Bu ekstraksiyonlarda, 0-125 um parcacik biiyilikliigline sahip yaprak numuneleri
kullanildi. 5 dakikalik 6n 1sitma periyodunu takiben uygulanan 30 dakikalik statik
ekstraksiyonlarda ¢Oziicii olarak metanol, etil asetat ve n-hekzan gibi ii¢ farkh
polaritedeki organik ¢oziiciiler secildi. Ekstraksiyonlarin bundan sonraki kisimlari
ana ¢aligma kismi ekstraksiyonlari ile ayn1 olacak sekilde gergeklestirildi. Elde edilen

tiim ekstraktlar yine azot atmosferinde, karanlikta ve + 4 °C’de saklandilar.

3.4. Ekstraktlarm Toplam Fenolik Madde Iceriklerinin ve Antioksidan

Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

3.4.1. Toplam Fenolik Madde Iceriginin Tayini

Ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri, Folin-Ciocalteau reaktifi kullanilarak Slinkard

ve Singleton metodu [88], hafif degisikliklerle uygulanarak tayin edildi. Bunun i¢in
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stok cozeltilerden kullanilan ¢oziicii ile seyreltilerek hazirlanan 1 mg/ml
konsantrasyona sahip c¢ozeltiden aliman 50 pl’lik kisma 2,5 ml saf su ilave edildi.
Uzerine 2 N’lik hazir satin alinan Folin-Ciocalteau ¢ozeltisinden 1:10 oraninda
seyreltilmek suretiyle hazirlanan 0,2 N’lik ¢ozeltiden 250 pl ilave edildi ve
kanistirilarak oda sicakliginda 3 dk bekletildi. 7,5 g Na,COs;’in 100 ml suda
¢oziilmesi ile hazirlanan % 10’luk Na,CO; ¢ozeltisinden 750 pl ilave edildi.
Vortekslenerek karistirilan  karisgim, oda sicakliginda 2 saat bekletildi ve
THERMOSPECTRONIC Heliosa marka bir UV cihaz1 kullanilarak 765 nm’de
absorbans degerleri okundu. Deneyler ii¢ paralel olarak tekrar edildi ve kor olarak saf
su kullanildi. Kor absorbansi Al ve {i¢ paralelin absorbans ortalamasi A2 olmak

uzere:

AA = A2-Al

Esitliginden absorbans farklar1 hesaplandi. Ayni islemler, konsantrasyonlar1 15,63;
31,25; 62,5; 125, 250, 500 ve 1000 pg/ml olan 7 standart gallik asit ¢Ozeltisi
kullanilarak tekrar edildi ve absorbans farklar1 konsantrasyona karsi grafige
gecirilerek kalibrasyon grafigi elde edildi. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi
mg gallik asit esdegeri (GAE)/100 g hava kurusu numune + standart sapma (SS)

olarak verildi.

3.4.2. DPPH radikal temizleme antioksidan aktivite tayini

Ekstraktlar, Cuendet ve arkadaglarinin metodu [89], hafif degisikliklerle kullanilarak
DPPH radikal temizleme antioksidan aktiviteleri agisindan incelendiler. Bunun i¢in
stok c¢ozeltilerden hazirlanan 15,63; 31,25; 62,5; 125, 250, 500 ve 1000 pg/ml
konsantrasyona sahip ekstraktlar kullanildi (bazi durumlarda bunlara 7,81 ve 3.9
ug/ml’lik konsantrasyonlara sahip numuneler de ilave edildi). Bu ekstraktlardan her

birinden alinan yaklasik 750 pl’lik bir kisimlar, DPPH radikalinin metanolde
38



hazirlanan 1.10% M’lik kararh ¢ozeltisinden alman 750 ul’lik miktarlarla
karistirilarak bir vorteks karistiricida kuvvetlice ¢alkalandiktan sonra 50 dk kadar
oda sicakliginda bekletildi ve THERMOSPECTRONIC Heliosa marka bir UV cihazi
kullanilarak 517 nm’de absorbanslari okundu. Her bir numune iki paralel olarak test
edildi ve her bir konsantrasyona ait sadece numune ¢oOzeltisini ve ekstrakt
¢Oziiclislinli iceren bir tiip kor olarak ayni absorbans degerinde okundu. Kontrol
tiipleri ii¢ paralel olarak hazirlandi ve bu tiiplere sadece DPPH ¢dzeltisi ile DPPH
¢oOzeltisinin ¢oziiclisii (metanol) konuldu. 50 dk bekletildikten sonra 517 nm’de
absorbanslar1 okundu. Deneyler karsilastirma maddeleri olarak kullanilan BHT ve
Trolox kullanilarak tekrar edildi. Elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasindan

korlerin ortalamasi ¢ikarildi. Bu degerlerden % temizleme (% 1) degerleri

4 —
% Temizleme = —2——1 x100
0

esitligi kullanilarak hesaplandi. Burada Ay, kontrol tliplerinin (sadece DPPH ¢o6zeltisi
igeren) absorbans ortalamalarini, A;, numune tiiplerinin (ekstrakt ve DPPH ¢ozeltisi
iceren) absorbans ortalamalarini ifade etmektedir. Temizleme ylizdeleri, kullanilan
ekstrakt ve karsilagtirma maddeleri konsantrasyonlarina kars1 grafige gegirildi. Bu
grafiklerden kontrol tiiplerinin % I degerlerini yariya (% 50) diisliren ekstrakt ve
karsilastirma maddeleri ¢ozeltilerinin konsantrasyon degerleri (ICso) hesaplandi.

Sonuglar pg/ml + standart sapma (SS) olarak verildi.

3.4.3. Fe-III iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) tayini

Bu testlerde, IRIS ve arkadaglarinin [90], yontemi kiiciik degisikliklerle modifiye
edilerek uygulandi. Once 200 ml 300 mM’lik asetat tampon ¢ozeltisi (pH = 3,6), 20
ml 10 mM’lik 2,4,6-tri[2-pridil]-s-triazin (TPTZ) ¢ozeltisi, 20 ml 20 mM’lik FeCls
cozeltisi ve 24 ml distile su karistirllmak suretiyle FRAP ayraci hazirland1 ve 37
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°C’de su banyosunda tutularak muhafaza edildi. 62,5; 125; 250; 500 ve 1000 uM’lik
C vitamini c¢ozeltileri kullanilarak standart kalibrasyon grafigi olusturuldu.
Deneylerde 3,0 mL FRAP reaktifi ile 100 pL. numune ¢dzeltisi karistirtlip 20.
dakikada 595 nm de absorbans THERMOSPECTRONIC Heliosa model bir cihazda
absorbanslar1 Olgiildii. Ekstraktlar iki paralel ve bir kér olmak {izere ¢alisildi.
Ekstraktlarin ortalamasindan korlerin ortalamalar1 ¢ikartildi. Elde edilen absorbansa
karsilik gelen mikromolar (uM) FRAP degeri, C vitamini kalibrasyon grafiginden

tespit edilip, C vitamininin konsantrasyonunun iki ile ¢arpilmasiyla elde edildi.

3.5. HPLC-UV Analizleri

UV (Ultraviyole) ya da MS (kiitle spektroskopisi) deteksiyonuyla birlikte RP-LC
(ters faz-sivi kromatografisi) bitki ekstraktlarinin fenolik bilesimleri i¢in kullanilan
bir metottur. Fenollerin ayrilmasi genellikle metanol (MeOH) veya asetonitril
(CH3sCN, ACN) ve modifiye edici olarak az miktarda asit igceren su hareketli
fazlariyla calisan C18 kolonlarinda gergeklestirilir. Mobil fazda fenolik asitlerin
protonlagmalarin1 saglamak i¢in formik asit (HCOOH), asetik asit (AcOH),
trifloroasetik asit (TFA) ve fosforik asit (H;POy) gibi asitler asidik modifiye ediciler

olarak kullanilirlar ve bdylece pik sekli ve ¢ozlintlirliigiin gelismesi saglanir [91].
Ekstraktlarin fenolik asit igerigini belirlemek i¢in uygulanan tiim prosediir, bulgular

kisminda ayrintili olarak anlatilmistir. Ancak asagida kalibrasyon ve analiz kosullari

hakkinda kisa bilgi ayrica sunulmustur.
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3.5.1. Standartlar ve Kalibrasyon

Tiim stok ¢ozeltiler % 40’lik metanolde 50 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi. 15
standardin 5 ayr1 konsantrasyonda ¢ozeltileri stok ¢ozeltilerin % 40’lik metanolde
seyreltilmesiyle hazirlandi. Her bir standardin konsantrasyonuna karsi olusan pik
alanlar1  kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi. Cesitli standartlarin
kalibrasyonu i¢in siralanan dalga boylar1 kullanildi: gallik asit, protokatekuik asit,
protokatekaldehit, p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringik asit, vanillin ve benzoik
asit i¢in 280 nm, gentisik asit, klorogenik asit, kafeik asit, siringaldehit, p-kumarik

asit, ferulik asit ve sinapik asit i¢in 315 nm.

3.5.2. LC-UV Kosullan

RP-LC-UV analizleri Agilent (Almanya)’den bir ultraviole dedektdr ile donanimli
1100 LC’de yapildi. Enstriiman Chemstation programu ile (Agilent) kontrol edildi.
Tiim analizler i¢in bir Hichrom C18 kolon (250 mm % 4.6 mm i.d., 5 um partikiil)
kullanildi. Hareketli faz (A) % 2 asetik asitin sudaki ¢ozeltisi ve (B) 50/50
asetonitril/su i¢indeki % 0,5 asetik asitin ¢ozeltilerinden olusmaktaydi. Eliisyonda
takip eden gradient kullanildi: Baslangi¢ kosullarina donmeden 6nce 0-7 dk % 5 B;
7-8 dk % 5-15 B; 8-17 dk % 19-81 B; 17-18 dk % 23-77 B; 18-19 dk 9% 24-76 B;
19-21 dk B % 25-75; 21-32 dk B % 35-65; 32-34 dk % 35-65 B; 34-39 dk.
Enjeksiyon hacmi 20 ul Akis hiz1 1,2 ml.dk™ idi ve detektdr 280 ve 315 nm’lerde
calistirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ana Cahsma Kism Ekstraktlar1 Uzerinde Yapilan Calismalardan Elde
Edilen Bulgular

4.1.1. Yapilan ekstraksiyonlarin verim yiizdeleri

Yapilan ekstraksiyon deneylerinin her birinin verimi hesaplandi ve asagidaki Cizelge

5’de ve Sekil 6’da verildi.

Verim ylizdeleri,

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

esitliginden hesaplandi.

Cizelge 5. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

Ekstraksiyon* Verim (%)
LYSX 20,47
LYSC 25,97
LKSX 22,97
LKSC 23,02
LGSX 7,90
LGSC 6,10

* LYSX: Laurocerasus-Yaprak-Soxhlet; LYSC: Laurocersus-Yaprak-Siiperkritik; LKSX:
Laurocerasus-Kabuk-Soxhlet; LKSC: Laurocerasus-Kabuk-Siiperkritik; LGSX:Laurocerasus-
Govde-Soxhlet; LGSC: Laurocerasus-Govde-Siiperkritik;
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Sekil 6. Ekstraksiyonlardan elde edilen verim yiizdeleri

Cizelge 5°de en dikkat cekici husus, Laurocerasus officinalis Roem., bitkisinden
elde edilen govde ekstrakti veriminin yaprak ve kabuk ekstrakt veriminden ¢ok daha
diistik diizeyde kalmis olmasidir. Bunun haricinde yaprak ve kabuk ekstraksiyon

veriminde siiper kritik ekstraksiyon verimleri daha yliksek sonug¢ vermistir.

4.1.2. Toplam fenolik madde tayini deneylerinden elde edilen bulgular

Numunelerin Folin-Ciocalteu yoOntemine gore Olgiilen toplam fenolik madde
icerikleri i¢in hazirlanan kalibrasyon grafigi ve elde edilen sonuglar Sekil 7 ve
Cizelge 6°da verildi. Kalibrasyon grafigi gallik asit kullanilarak hazirlandi. Daha
rahat karsilagtirma ve yorum yapabilmek icin Cizelge 6’da verilen degerlerden Sekil

8’deki siitun grafik ¢izildi.
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Sekil 7. Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi

Cizelge 6. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri (mg GAE/100 g kuru

numune)
Ekstrakt* Toplam Fenolik Madde
LYSX 431391
LYSC 6234,06
LKSX 7437,49
LKSC 5986,37
LGSX 3061,58
LGSC 2228,66

* LYSX: Laurocerasus-Yaprak-Soxhlet; LYSC: Laurocersus-Yaprak-Siiperkritik; LKSX:
Laurocerasus-Kabuk-Soxhlet; LKSC: Laurocerasus-Kabuk-Siiperkritik; LGSX:Laurocerasus-
Govde-Soxhlet; LGSC: Laurocerasus-Govde-Siiperkritik
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Sekil 8. Ekstraktlarin karsilastirmali toplam fenolik madde igerikleri

Cizelge 6 ve Sekil 8’e bakildiginda, yaprak ekstraktlarinda stiperkritik metanol
ekstraktlarinin toplam fenolik madde igeriklerinin Soxhlet ekstraktlarindan elde
edilenlerden daha yiiksek oldugu, kabuk ekstraktlarinda ise Soxlet ekstraktlarinin
daha yiiksek toplam fenolik madde igerigi sergiledigi goriilmektedir. Govde
ekstraktlarinda da  Soxhlet ekstraktlarinin  daha  yiiksek sonu¢ verdigi
gozlemlenmektedir. Laurocerasus officinalis Roem ekstraktlarinda Soxhlet metanol
ekstraktlar1 daha yiiksek toplam polifenolik madde igerigi ortaya koydu. Genel
olarak, en yiiksek toplam fenolik madde miktarlarinin kabuk ekstraktlarindan, onlar
takiben yaprak ekstraktlarindan ve en diisiikk degerlerin govde ekstraktlarindan elde
edildigi soylenebilir. Ancak, yaprak ekstraktlarinda siiperkritik ekstraktlar daha iyi
degerler ortaya koydu.

Sonu¢ olarak, Laurocerasus officinalis Roem.’in kabuklarindan elde edilen

ekstraktlarin toplam fenolik madde iceriginin yiiksek oldugu sdylenebilir.
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4.1.3. DPPH radikal temizleme antioksidan aktivite tayini deneylerinden elde

edilen bulgular
Her bir ekstraktin ve karsilastirma maddelerinin, DPPH konsantrasyonunun yarisini

temizlemek i¢in gerekli olan konsantrasyonlar1 olan % 50 temizleme (ICsg) degerleri

Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Ekstraktlarin ve karsilastirma maddelerinin ICsy degerleri (ug/ml)

Ekstrakt 1Cs¢ Degeri
LYSX 11,20
LYSC 11,07
LKSX 9,55
LKSC 11,39
LGSX 9,32
LGSC 8,05

BHT 10,61
TROLOX 10,06

Laurocerasus officinalis Roem bitkisinin Soxhlet ve Siiperkritik metanol
ekstraktlarimin ve karsilastirma maddelerinin farkli konsantrasyonlarinin DPPH
radikalini temizleme ytizdelerini (% 1) gosteren Sekil 9 ve 10 asagida verilmistir.
Ayrica, ekstraktlarin DPPH radikalini temizleme aktiviteleri agisindan birbirleri ile

karsilagtirmalarin1 yapabilmek i¢in ¢izilen siitun grafik Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 9. Laurocerasus officinalis Roem bitkisinin metanolik Soxhlet ekstraktlarinin
ve karsilastirma maddelerinin farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikalini
temizleme ytlizdeleri.
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Sekil 10. Laurocerasus officinalis Roem bitkisinin siiperkritik metanol
ekstraktlarinin ve karsilastirma maddelerinin farkli konsantrasyonlarinin
DPPH radikalini temizleme yiizdeleri.
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Sekil 11. Laurocerasus officinalis Roem bitkisinin metanolik Soxhlet ve siiperkritik
ekstraktlari ile karsilagtirma maddelerinin DPPH radikalini % 50 temizleme
konsantrasyonlar1 (ICsy degerleri: DPPH Radikali konsantrasyonunun
yarisini gidermek icin gerekli ekstrakt konsantrasyonu)

DPPH radikalini temizleme yontemi, bu radikalin hidroksil ve siiperoksit
radikallerine gore daha kararli bir yapiya sahip olmasi ve analiz i¢in gerektirdigi
siirenin oldukca kisa olmasi nedeniyle, antioksidan aktivite Ol¢iimii testlerinde

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [92,93].

Cizelge 7. ve Sekil 9, Sekil 10, Sekil 11°e bakildiginda, genel olarak govde
ekstraklarinin daha diisiikk degerler (degerin diisiik olmasi ekstraktin antioksidan
aktivitesinin yiiksek oldugu anlamina gelmektedir) ortaya koyduklart dikkati
¢cekmektedir. En diislik 1Cso degerini 8,05 pg/ml ile Laurocerasus-Govde-Siiperkritik
(LGSC), 9,32 pg/ml ile Laurocerasus-Govde-Soxhlet (LGSX) ve 9,55 pg/ml ile
Laurocerasus-Kabuk-Soxhlet (LKSX) ekstraktlar1 izledi. Bu degerlerin hepsi de
deneylerde karsilastirma maddeleri olarak kullanilan BHT ve Trolox’un sergiledigi

degerlerden daha iyi oldugu gozlendi. ilging bir sekilde Laurocerasus officinalis
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Roem.’den elde edilen govde ekstraktlar1 oldukcga diisiik degerler sergiledi (sirasiyla
Soxhlet ekstraktt icin 9,32 ve siiperkritik ekstrakt i¢in 8,05 pg/ml). Yani
Laurocerasus officinalis Roem.’in gévde ekstraktlar1 diisiik toplam fenolik madde
igeriklerine ragmen (sirastyla 3061,58 ve 2228,66 mg GAE/100 g kuru numune)
oldukca yiiksek antioksidan aktivite 6zelligi sergiledi. Bu da bu ekstraktlarin, diisiik
toplam fenolik madde icerigine sahip olmalarina ragmen, bu maddelerin ¢ogunlukla
antioksidan aktiviteleri yiiksek fenolik bilesiklerden olugsmus olabilecegini

distindiirmektedir.

Kabuk ekstraktlarinda, Soxhlet ekstraktlar1 siiperkritik ekstraktlardan daha diisiik
ICs degeri sergilerken, govdeden alinan ekstraktlarda ise siiperkritik ekstraktlar daha
diisiik ICsy degerleri ortaya koydular. Sekil 9 ve 10’da govde ekstraktlarinin (LGSX
ve LGSC), hem diger ekstraktlara hem de karsilastirma maddelerine gore daha
yiiksek radikal temizleme yiizdeleri ortaya koyduklar1 agik¢a goriilmektedir. Ornegin
31,25 pg/ml konsantrasyon diizeyinde ekstraktlarin radikal temizleme yiizdeleri
LGSX i¢in % 93,78 ve LGSC i¢in % 93,97 iken, bu degerler BHT igin % 80,75 ve
Trolox i¢in % 93,01 olarak elde edilmistir. Ancak yiliksek konsantrasyonlarda (C >
31,25 pg/ml) 6zellikle Trolox daha yiiksek temizleme yiizdeleri ortaya koymustur.
Deneylerde kullanilan karsilastirma maddelerinden Trolox’un, BHT’den  daha

yiiksek radikal temizleme etkisi sergiledigi gdzlenmistir.

Yaprak ekstraktlar1 karsilastirma maddeleri olan BHT ve Trolox’tan hafif¢ce daha
yiiksek degerler ortaya koydular (sirastyla LYSX i¢in 11,20; LYSC i¢in 11,07; BHT
icin 10,61 ve Trolox i¢in 10,06 ug/ml).

Bu sonuglara gore, Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinin yaprak ve meyve
kisimlarinin haricinde, kabuk ve govde kisimlarindan da onemli Olclide radikal
temizleme antioksidan aktivitesi gosteren ekstraktlar elde edilebilecegi sdylenebilir.
Kabuk ve odunsu kisimlardan elde edilen ekstraktlarin da dnemli derecede fenolik
bilesik icerebilecekleri ve antioksidan aktivite sergileyebileceklerine dair elde edilen

bu bulgular, literatiirdeki verilerle de uyumluluk gostermektedir [94,95,96,97].
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4.1.4. Fe-111 iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) deneylerinden elde

edilen bulgular

Ekstraktlar (100 pg/ml), FRAP reaktifiyle muamele edildi. 20. dakikada olciilen
absorbanslara karsilik gelen FRAP degerleri C vitamini ile hazirlanan grafikten
(Sekil 12) o absorbansa karsilik gelen C vitamini konsantrasyonlarinin 2 ile
carpilmasiyla elde edildi (Cizelge 8 ve Sekil 13). Karsilastirma maddesi olarak
Trolox kullanild.

1,2
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1 R?=0,9946
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» (o]

o
N
T

0,2

0 200 400 600 800 1000 1200

C Vitamini Konsantrasyonu ( uM)

Sekil 12. FRAP testinde artan C vitamini konsantrasyonuna bagli absorbansta
meydana gelen degisiklik
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Cizelge 8 . Ekstraktlarin ve karsilastirma maddelerinin FRAP degerleri (uM)

Ekstrakt FRAP Degeri
LYSX 102
LYSC 88
LKSX 176
LKSC 133
LGSX 128
LGSC 168
TROLOX 179
200
179
180 | 176 168
160 |
_ 140 | 133 128
=
2120 |
5 102
‘2 100
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T 80 |
&
“ 60 |
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Sekil 13. Numunelerin ve standart antioksidan olan Trolox un FRAP degerleri.
Trolox 500 uM (125 pg/ml) konsantrasyonda kullanilarak bu

konsantrasyonun FRAP esdegeri hesaplanmistir. Numunelerin

konsantrasyonu 100 pg/ml dir. Yiiksek FRAP degeri yiiksek aktiviteyi

gostermektedir.

FRAP deneylerinde en yiiksek antioksidan aktiviteyi kabuk ve gdvde ekstraktlar
gostermistir. Ozellikle LKSX, LGSC ekstraktlarmin antioksidan aktiviteleri
Trolox’un ki ile karsilagtirilabilir diizeydedir (sirastyla 176, 168 ve Trolox’un FRAP
esdegeri 179 uM). Soxhlet ve siiperkritik ekstraksiyon teknikleri agisindan bir

51




karsilastirma yapilacak olursa, Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinin yaprak ve
kabuk kisimlarindan elde edilen ekstraktlarda Soxhlet teknigi daha basarili sonuglar

ortaya koydu.

Ekstraktlarin fenolik madde icerikleri ile FRAP degerleri arasinda sadece yaprak
ekstraktlar1 agisindan dogrusal bir iligski kurulabilmistir. Kabuk ve gévde ekstraktlar
icin boyle bir iliski s6z konusu degildir. Bu da ekstrakte olan fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlarinin yani sira bitki kisimlarimin da 6nemli olabilecegine isaret
etmektedir. Bu konu, c¢alismanin sonraki kisimlarinda daha detayli olarak

degerlendirilmistir.

Sonugta FRAP testleri de, kabuk ve govde ekstraktlarinin, Onemli diizeyde
antioksidan 6zellikler sergileyebileceklerini gosteren DPPH radikal temizleme

aktivitesi testlerini destekleyen sonuglar vermistir.

4.1.5. RP-LC-UV analizlerinden elde edilen bulgular

4.1.5.1. Standartlar ve Kalibrasyon

Tiim stok ¢ozeltiler % 40’lik metanolde 50 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi. 15
standardin 5 ayr1 konsantrasyonda g¢ozeltileri stok ¢ozeltilerin % 40’lik metanolde
seyreltilmesiyle hazirlandi. Her bir standardin konsantrasyonuna karsi olusan pik
alanlar1  kullanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi. Cesitli standartlarin
kalibrasyonu i¢in siralanan dalga boylar1 kullanildi: gallik asit, protokatekuik asit,
protokatekaldehit, p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringik asit, vanillin ve benzoik
asit i¢cin 280 nm, gentisik asit, klorogenik asit, kafeik asit, siringaldehit, p-kumarik

asit, ferulik asit ve sinapik asit i¢in 315 nm.
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4.1.5.2. Ekstraktlarin HPLC-UV analizi icin seyreltilmeleri

Ekstraktlar genel olarak 10mg/ml konsantrasyona metanol igerigi standartlardaki gibi
% 40 olacak sekilde suyla seyreltildiler. 10mg/ml olarak % 40’lik metanolik ¢ozelti
halinde seyreltilemeyecek kadar diisiik konsantrasyona sahip olan ekstraktlar i¢in
karsilagtirmanin saglikli olmasi agisindan uygun doniisiimler yapilarak analiz
sonuclart 10 mg/ml’ deki ppm igerik olarak verilmistir. Bitki kisimlarindan siiper
kritik stvi ekstraksiyon yontemiyle elde edilenler ile Soxhlet ekstraksiyonu ile elde
edilen kisimlarinin  konsantrasyonlart aymi  tutulmustur. Ekstraktlarin = son

konsantrasyonlar1 Cizelge 9’da verilmistir.

Cizelge 9. Her bir ekstraktin konsantrasyonu (C=mg/ml)

@) > Q < Q <
N n %) n 7] )
>~ > N N Q &)
— — — — — —
C 10 10 10 10 4,84 | 4,84
(mg/ml)

4.1.5.3. Ekstraktlardan fenolik bilesiklerin sivi-sivi secimli ekstraksiyonu

Her bir standardin konsantrasyonu 50 ppm olan standart karigimi hazirlandi. Bu
karisimin ¢oziiciisii ugurulduktan sonra 10 mL pH=1 olan HCI ¢ozeltisi eklenerek
karistirildi. Ardindan 10 ml etil asetat ile 15 dakika siddetli karistirilarak ekstrakte
edildi. Organik faz alind1 ve tekrar bir 5 ml etil asetat ekstraksiyonunun ardindan
organik fazlar birlestirildi. 10 ml etil asetat ekstraksiyonunu S5ml etil asetat
ekstraksiyonu takip etti ve tiim organik fazlar birlestirilerek bir doner buharlastiricida
ucuruldu. Ardindan karigimin baglangictaki konsantrasyonu ile ayni konsantrasyona
once metanolde ¢oziilerek metanol icerigi %40 olacak sekilde su ilave edilip

ayarlandi. Yontem ayni sekilde tiim ekstraktlara uygulanirken ekstraktlarin
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konsantrasyonlar1 se¢imli ekstraksiyonun oncesinde ve sonrasinda Cizelge 9’daki

gibi olacak sekilde ayarlandi. Ekstraktlar LC-UV analizinden 6nce filtreden gegirildi.

4.1.5.4. LC-UV Kosullan

RP-LC-UV analizleri Agilent (Almanya)’den bir ultraviole detektor ile donanimli
1100 LC’de yapildi. Enstriiman Chemstation programi ile (Agilent) kontrol edildi.
Tim analizler i¢in bir Hichrom C18 kolon (250 mm % 4.6 mm i.d., 5 pm partikiil)
kullanildi. Hareketli faz (A) % 2 asetik asitin sudaki ¢ozeltisi ve (B) 50/50
asetonitril/su igindeki % 0,5 asetik asitin ¢ozeltilerinden olusmaktaydi. Eliisyonda
takip eden gradient kullanild1: Baslangi¢ kosullarina donmeden 6nce 0-7 dk % 5 B;
7-8 dk % 5-15 B; 8-17 dk % 19-81 B; 17-18 dk % 23-77 B; 18-19 dk % 24-76 B;
19-21 dk B % 25-75; 21-32 dk B % 35-65; 32-34 dk % 35-65 B; 34-39 dk.
Enjeksiyon hacmi 20 pl Akis hizi 1,2 ml.dk™ idi ve detektdr 280 ve 315 nm’lerde
calistirildi.

4.1.5.5. LC-UV I¢in Deteksiyon Limitinin (LOD) Belirlenmesi

EPA metoduna gore dedeksiyon limiti hesaplandi (US EPA, 1984). Tim 15
standardin 2 ppm’lik karisimi LC-DAD ile analiz edildi. Her bir analitin sinyalinin
giiriiltiiye oranina (S/N) dayanan deger Chemstation’dan belirlendi, 6 seviyesinde bir
S/N saglamak icin gerekli konsantrasyon hesaplandi. Sonu¢ olarak, tek bir
konsantrasyonda tiim numunelerin 7 kez enjeksiyonu sonucunda her bir bilesik i¢in
dedeksiyon limiti (LOD) pik alani1 ve alikonma zamanmin yiizde bagil standart

sapmasi (%BSS) olarak hesaplandi.

54



4.1.5.6. LC-UV Metot Gelistirme

Optimize edilen LC-UV metodu kullanilarak 15 standart fenolik bilesigin analizine

bir 6rnek Sekil 14°de goriilmektedir. Metot, 32 dakika i¢inde tiim standartlarin uygun

bir sekilde ayrilmasini sagladi.
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Sekil 14. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de fenolik standartlarin

piklerinin analizi i¢in elde edilen kromatogramlar. 1, 3, 8, 9, 10, 11, 12, 14,
15 nolu bilesikler 5,25 ppm; 2, 4, 6 ve 7 nolu bilesikler 13,125 ppm; 5 ve 13
nolu bilesikler 52,5 ppm de yiiriitiilmiistiir.
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Baslangicta gelistirilen LC-UV metodu hassasiyet ve giicliilik agisindan

degerlendirildi. Alikonma zamani ve pik alanlarmin ¢oziinirligii LOD igin

standartlarla hazirlanan c¢ozeltinin 7 kez enjeksiyonu ile belirlendi. Sonuglar

hesaplanan deteksiyon limiti (LOD) ile birlikte Cizelge 10°da mevcuttur. Diisiik

konsantrasyonlarda pik alaninin ¢6ziiniirliigii ve alikonma zamanlarinin ¢6ziiniirliigi

kabul edilebilir degerlerde bulundu. Ayrica tiim 15 standart i¢in lineer cevaplar

(R*>0,99) elde edildi. Tiim standartlar i¢in LOD degerleri 0,9 ppm’in altindadir.

Cizelge 10. Gelistirilen LC-UV metodunun parametreleri

No |RT  Bilesik %BSS (RT) % BSS (Alan) R’ LoD’
1 528  Gallik Asit 0,128 0,3371 0,9995  0,1500
2 10,04 Protokatekuik Asit 0,398 0,1482 0,9996  0,2872
3 12,90 Protokatekaldehit 0,217 0,1985 0,9997  0,8958
4 13,21 Gentisik Asit 0,262 0,7360 0,0998  0,1732
5 14,43 p-OH Benzoik Asit 0,283 0,4213 0,0996  0,2449
6 18,44 Vanilik Asit 0,244 0,1581 0,9996  0,2872
7 18,91 Klorogenik Asit 0,252 0,3446 0,9998  0,6652
8 20,28 Kafeik Asit 0,282 0,4434 0,9997  0,2449
9 21,52  Siringik Asit 0,164 0,2554 0,9996  0,1732
10 (23,94 Vanilin 0,219 0,1278 0,9999  0,2872
11 27,45 Siringaldehit 0,254 0,1047 0,9995  0,8124
12 |27,64 p-Kumarik Asit 0,311 0,4042 0,998 0,2589
13 |29,19 Benzoik Asit 0,232 0,2346 0,9996  0,1732
14 |31,16 Ferulik Asit 0,227 0,2964 0,9919  0,5679
15 |32,73 Sinapik Asit 0,205 0,5688 0,9937  0,1500

* deteksiyon limiti (ppm)

Ekstraktlarin fenolik icerikleri 280 ve 315 nm’de optimize edilen kosullarda

yuriitiilerek incelendi. Her iki dalga boyu ile veriler standartlara gore alikonma

zamanlar1 ve dalga boyuna gore davranislart agisindan iki boyutlu olarak incelendi. 6

ekstrakta ait 280 nm ve 315 nm’ deki kromatogramlar verilmistir. Ornek olmasi

acisindan LYSX’e ait kromatogramlar Sekil 15’de verilmistir.
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Sekil 15. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de LYSX’ e ait

kromatogramlar

Ekstraktlarda tespit edilen fenolik standartlarin ppm cinsinden miktarlar1 Cizelge 11

’de verilmistir.
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Cizelge 11. Ekstraktlarda gozlenen standartlarin ppm cinsinden konsantrasyonlari.

Standartlar

IR ERE
2 |z |3 |5 |3 |8

Gallik Asit - - - - - 95,87

Protokatekuik Asit - - - -

Protokatekaldehit 1,1 - 22 1,45

Gentisik Asit - - - R

p-OH Benzoik Asit - - - _

Vanillik Asit - - 9,4 _

Klorogenik Asit 127,1 177,6 80,6 56 60,3

Kaffeik Asit - 18,47 - -

Siringik Asit - - 45 _

Vanillin - - - -

Siringaldehit - - - -

p-Kumarik - - - _

Benzoik Asit - - 4423 90,1

Ferulik Asit - - - -

Sinapik Asit - - - -

- : Ilgili standart gdzlenmedi

Fenolik bilesik icerigi arastirilan ekstraktlarin LC-UV kromatogramlarinin oldukca
kalabalik ¢ikmasindan dolay1 kullanilan ¢6ziicii sisteminde yeterli pik ¢oziintirliigii
elde edilemedi. Fenolik asitlere yonelik yapilabilecek secimli bir ekstraksiyonun
ardindan daha temiz kromatogramlar elde etmek i¢in uygun bir yontem secildi.
Yukarida “Ekstraktlardan fenolik bilesiklerin sivi-sivi se¢imli ekstraksiyonu’’ basligi
altinda tanimlanan bu yontem 6nce kullanilan 15 fenolik standarda uygulanarak geri
kazanim hesaplandi (Cizelge 12). Bu yontemle 15 standart i¢in genel olarak mantikl

aralikta geri kazanimlar elde edilmistir.
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Cizelge 12. 15 Fenolik standardin ekstraksiyonlarinin % geri kazanimlari.

Bilesik No Bilesik Ad1 % Geri Kazanim
1 Gallik asit 65,76
2 Protokatekuik asit 98,8
3 Protokatekaldehit 84,69
4 Gentisik asit 100
5 p-OH benzoik asit 100
6 Vanilik asit 98,98
7 Klorogenik asit 44,54
8 Kafeik asit 57,33
9 Siringik asit 100
10 Vanilin 75,86
11 Siringaldehit -
12 p-Kumarik asit S
13 Benzoik asit 100
14 Ferulik asit 69
15 Sinapik asit 40

*: Siringaldehit ile p-Kumarik asit ekstraksiyondan sonra girisim yaptiklarindan geri kazanimlart
hesaplanamadi.

Se¢imli ekstraksiyon dncesi elde edilen fenolik standartlara ait LC-UV kromatogrami
Sekil 16’da, secimli ekstraksiyondan sonraki kromatogram ise Sekil 17°de
verilmistir. Yine 6rnek olmasi agisindan, secimli ekstraksiyondan sonra elde edilen

LYSX ekstraktina ait LC-UV kromatogrami Sekil 18’de verilmistir.
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Sekil 16. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de fenolik standartlarin
piklerinin analizi i¢in elde edilen kromatogramlar. Her bir standardin
konsantrasyonu 50 ppm’dir.
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Sekil 17. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de secimli ekstraksiyondan
sonra fenolik standartlarin piklerinin analizi i¢in elde edilen
kromatogramlar. Her bir standardin ekstraksiyona baslangi¢
konsantrasyonu 50 ppm’dir.
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Sekil 18. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de se¢imli ekstraksiyon.
sonrasinda LYSX’e ait kromatogramlar

Secimli ekstraksiyondan sonra, ekstraktlarin LC-UV kromatogramlarinda gézlenen
fenolik standartlarin ppm cinsinden konsantrasyonlar1 Cizelge 13°de verilmistir.
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Cizelge 13. Secimli ekstraksiyon sonrasi fenolik standartlarin ppm cinsinden

Konsantrasyonlarl
o ] < Q < o]
Standartlar ;’3 ? Q Q 8 8
— — — — — —
Gallik Asit 0,1 0,86 - 0,2 - 1
Protokatekuik Asit - - 0,7 0,8 - 3,3
Protokatekaldehit 2,5 - 0,8 0,9 1,86
Gentisik Asit - - - -
p-OH Benzoik Asit - - - - 179,5
Vanillik Asit - - - -
Klorogenik Asit 53,5 75,6 30,6 26,9
Kaffeik Asit - 17 - -
Siringik Asit - - - -
Vanillin _ - - - - 3,1
Siringaldehit - 2,75 - - - 1,7
p-Kumarik 2.9 - - -
Benzoik Asit 17,2 - - 33,5
Ferulik Asit - 1,94 - -
Sinapik Asit - - - -

- llgili standart gdzlenmedi

Cizelge 11 ve Cizelge 13’e fenolik bilesik igerikleri agisindan bakildiginda
ekstraktlarin siiper kritik ekstraksiyon yontemi ve Soxhlet ekstraksiyonu ile elde
edilen fenolik bilesik icerikleri ve konsantrasyonlarmin rasgele bir dagihim
sergilemekte oldugu gozlenmektedir. Ekstraktlarda en yaygin ve miktar olarak en
fazla klorojenik asit gozlenmistir. Gallik asit de klorojenik asitten sonra en yaygin
olarak gozlenen fenolik asittir. Sec¢imli ekstraksiyondan sonra gallik asidin
ekstraktlarda daha yiiksek oranda gozlenmesi klorojenik asidin  secimli
ekstraksiyondaki geri kazanilabilirliginin gallik asitten daha diisik olmasina
baglanmustir (degerler sirastyla % 44,54 ve % 65,76 dir). incelenen standartlardan
sirinjik asit, vanilik asit, gentisik asit ve sinapik asit, ekstraktlarda kullanilan mevcut

yontemle gozlenmemistir.
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Cizelge 11 ve Cizelge 13’e, uygulanan se¢imli ekstraksiyon agisindan karsilagtirmali
olarak bakildiginda genel olarak pik boylarinda ekstraksiyonun ardindan diisiis
gbzlenmistir ki bu Cizelge 12’e gore beklenen bir sonugtur. Ekstraktlarin sivi-sivi
secimli  ekstraksiyonlar1 igeriklerindeki standartlarin  miktarlarinda azalma
gozlenmesinden dolayr dezavantajli olarak goriilse de, kromatogramlarda bazi
piklerdeki kuyruklanmanin azalmasi, daha keskin ve temiz piklerin elde edilmesi gibi
avantajlar sunmustur. Se¢imli ekstraksiyondan dnce standartlarla ayni1 zamanda ¢ikan
bazi piklerin yeterince temiz olmamalarindan dolay:1 dalga boylarina gore beklenen
degisimler elde edilemediginden varliklarindan emin olunamazken, se¢imli
ekstraksiyonun ardindan elde edilen temiz pikler bunlarin varligin1 daha net ortaya
koymustur. Ayrica se¢imli ekstraksiyona pH’s1 1 olan HCI ¢ozeltisiyle 15 dakika
karistirilarak baslanmasi bazi fenolik asit tiirevlerinin hidrolize ugramalarina sebep
olabilir ki buda secimli ekstraksiyon oncesinde gozlenmeyen bazi standartlarin

ekstraksiyondan sonra gézlenmelerini agiklamaktadir.

Ekstraktlarin DPPH ve FRAP antioksidan aktivite tayini deneylerinde genelde en iyi
sonuglart veren kabuk ve govde ekstraktlarina bakildiginda, bu ekstraktlarda
gbzlenip yaprak ekstraktlarinda gozlenmeyen fenolik asitler protokatekuik asit, p-
hidroksibenzoik asit, vanillik asit, siringik asit ve vanillin olarak géze ¢arpmaktadir.
Yaprak ekstraktlarinda gozlenip, kabuk ve govde ekstraktlarinda gozlenmeyen
fenolik asitler olarak da kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit 6ne ¢ikmaktadir.
Tim ekstraktlarda gozlenen klorojenik asidin de en yiiksek oranda yaprak
ekstraktlarinda elde edildigi agikca goriilmektedir. Ilging bir sekilde, kabuk ve govde
ekstraktlarinda gozlenip, yaprak ekstraktlarinda gozlenmeyen fenolik asitlerin
benzoik asit tiirevi, yaprak ekstraktlarinda gozlenip, kabuk ve govde ekstraktlarinda
gozlenmeyen fenolik asitlerin ise sinnamik asit tiirevi olduklar1 dikkati ¢gekmektedir.
Oysa sinnamik asit tiirevlerinin, benzoik asit tiirevlerinden daha aktif antioksidan
olduklaria dair literatiir bilgisi mevcuttur [98,99]. Bu durum da, kabuk ve govde
ekstraktlariin yaprak ekstraktlarindan daha iyi antioksidan aktivite gostermelerinin,
analizi yapilan fenolik asit bilesiklerinden ziyade, ekstraktlarda bulunmas1 muhtemel

diger bazi1 antioksidan aktif bilesik gruplarindan (6zellikle flavonoidler)
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kaynaklanabilcegi diisiincesini akla getirmektedir. Ayrica, ekstraktlarin 280 nm ve
315 nm’lerde elde edilen kromatogramlar1 oldukca zengin olmasina ragmen fenolik
standartlarla nispeten az sayida pik Ortiismektedir. Kromatogramlarin mevcut
¢oziicii sisteminde ilk 30 dakika icerisinde zengin olmalari, polar olan ve bu yiizden
erkenden c¢oziici ortammma gegen seker baglh flavonoidlerin ekstraktlarda

bulunabilecegini gostermektedir.

4.2. Kinetik Cahsma Kism Ekstraktlar1 Uzerinde Yapilan Calismalardan Elde
Edilen Bulgular

Parca biiytlikliigli, zaman ve c¢oziicli cinsi gibi ekstraksiyon parametrelerinin
ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktiviteleri lizerine yaptig1
etkileri gozlemleyebilmek i¢in bir dizi ¢galisma gerceklestirildi. Bu deneylerde kabuk
ve govde numune miktarlarinin yeterli olmamasi nedeniyle bitkiye ait yaprak
numuneleri kullanilmistir. Ekstraksiyonlar sadece siiperkritik ekstraksiyon teknigi ile

gerceklestirildi.

4.2.1. Parcacik biiyiikliigiiniin etkKisi

Parcacik biiytikliigiiniin etkisini gozlemek amaciyla Laurocerasus officinalis Roem.
bitki yapraklarmin 0-125 pm, 125-250 um ve 250-500 pum pargacik biiytikliigiine
sahip fraksiyonlar1 kullanilarak siiperkritik ekstraksiyonlar gergeklestirildi. Coziicti
olarak metanol kullanildi. Ekstraksiyon siiresi 30 dk’ya, sicaklik 245,1 °C’ye
sabitlendi.

Parga biiyiikliglinlin etkisini incelemek amaciyla yapilan ekstraksiyonlarda, elde

edilen ekstraksiyon verimleri Cizelge 14’de verilmistir.
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Cizelge 14. Parca biiyiikliigiiniin etkisi deneylerinde elde edilen ekstraksiyon
verimleri (%, kuru orijinal numune {izerinden)

Kullanilan Numune Boyutu (pum) Ekstraksiyon verimi
0<L*<125 25,97
125<L.<250 29,02
250<L<500 27,16

* L = Laurocerasus i¢in 0-125um pargacik biiyiikliigiine sahip yaprak numunesi

Cizelge 14, bitkiye ait en yliksek ekstraksiyon veriminin 125-250 pm pargacik
boyutuna sahip numune kullanildiginda ulasildigini gostermektedir. Laurocerasus
officinalis Roem. bitkisine ait yaprak numunelerinde {i¢ parca biiylikliigii icin elde
edilen ekstraksiyon verimi birbirine yakin sonuglar vermistir. En yliksek
ekstraksiyon verimi 125-250 pm parcacik biiyiikliigiine sahip Laurocerasus
officinalis Roem. numunesinden (% 29,02), elde edilmistir. Aslinda daha kiigiik
parcacik boyutunun ekstraksiyon veriminde daha yiiksek degerler ortaya koymasi
beklenir. Ancak ekstraksiyon ortaminda yiiksek basinctan dolay1 kiiciik pargaciklar
preslenerek kati ve gegirgen olmayan bir tabaka olusturabilirler. Bu da siiperkritik
akiskanin tiim numune yapisina etki ederek tam bir ekstraksiyon gergeklestirmesini
engelleyebilmektedir. Bazi arastirmacilar, bu problemin Oniine gecgebilmek igin,
numuneyi ekstraksiyon kartusuna yerlestirmeden once kiiresel cam pargaciklar1 veya
kum gibi inert maddelerle karistirmanin ekstraksiyon verimi tizerine olumlu etkileri

olacagin belirtmektedirler [100].

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivitelerinin, numune
parca biiyiikliigiinden ne sekilde etkilendiklerini belirlemek amaciyla daha “toplam
fenolik madde tayini” ve “DPPH radikal temizleme antioksidan aktivitesi” deneyleri
daha 6nce anlatildig1 sekilde bu ekstraktlara da uygulandi. Bu deneylerden elde

edilen sonugclar, Cizelge 15 ile Sekil 19°de verilmistir.
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Cizelge 15. Pargacik biiyiikliigiliniin toplam fenolik madde icerigine etkisi
deneylerinden elde edilen bulgular (mg GAE/100 g kuru numune)

Ekstrakt Toplam Fenolik Madde
0<L<125 6234,06
125<L.<250 5647,37
250<L<500 224238
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Sekil 19. Parcacik biiyiikliigliniin toplam fenolik madde igerigine etkisi

Cizelge 15 ve Sekil 19, Laurocerasus officinalis Roem. bitkisine ait numunelerde
parga biiylikligii arttik¢a ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriklerinin diistiigiinii
gostermektedir. Ancak bu degerlerin 0<L<125 numunesi hari¢ ekstraksiyon
verimleri ile uyumlu oldugunu sdylenebilir. Yani ekstraksiyon verimi yiikseldikce

toplam fenolik madde degeri de yilikselmekte, diistiikce diismektedir.
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Cizelge 16. Parca biiyiikliigiiniin etkisi deneylerinde, ekstraktlarin DPPH radikal
temizleme antioksidan aktivitesi deneylerinden elde edilen ICsy degerleri

Ekstrakt 1Csp degerleri (pg/ml)
0<L<125 11,07
125<L<250 12,96
250<L.<500 15,87
BHT 10,61
TROLOX 10,06
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Sekil 20. Laurocerasus officinalis Roem bitkisine ait farkl1 pargacik biiytikliigiindeki
numunelerden elde edilen ekstraktlarin ve karsilagtirma maddelerinin farkli
konsantrasyonlarinin DPPH radikalini temizleme yiizdeleri.
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Sekil 21. Parcacik biiyiikliigiiniin ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri iizerine etkisi.

Ekstraktlarin DPPH radikal temizleme antioksidan aktivitesi deneylerinden elde
edilen sonuglara bakildiginda (Cizelge 15, Sekil 20, ve Sekil 21), Laurocerasus
officinalis Roem bitkisi i¢in 0-125 ve 125-250 pm parga biiyiikliigiindeki
numunelerin hem birbirlerine hem de karsilastirma maddeleri olan BHT ve
TROLOX’a yakin ICsy degerleri sergiledikleri goriilmektedir. Ancak, 250-500
um’lik numunelerden elde edilen degerler, acik¢a daha yliksek degerlerdir (diisiik
olmasi daha iyi). Bu da pargacik boyutunun 250 um’yi ge¢mesi halinde ekstraktlarin
antioksidan aktivitelerinin diistiiglinii gostermektedir. Ekstraktlarin toplam fenolik
madde igerikleri ile birlikte bir karsilastirma yapildiginda da, toplam fenolik madde
icerikleri ile sergilenen ICs, degerleri arasinda uyum oldugu goézlenmektedir.
Laurocerasus officinalis Roem. numunelerinde parca biytkligi arttikca toplam
fenolik madde miktar1 azalmakta, buna paralel olarak da antioksidan aktivite
diismektedir. Ekstraktlarin parcacik biiyiikliigii ile antioksidan aktiviteleri arasindaki

iligski asagida ayr bir baslik altinda ayrintili olarak incelenmistir.
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4.2.2. Ekstraksiyon siiresinin etkisi

Ekstraksiyon siiresinin, ekstraktlarin toplam fenolik madde ve antioksidan aktiviteleri
lizerine etkisini gézlemek amaciyla yapilan deneylerden elde edilen sonuglar Cizelge
17 ve 18 ile Sekil 22’de verilmistir. Deneylerde 125-250 um parca boyutundaki
numuneler ve ¢oziicli olarak da metanol kullamldi. Ekstraksiyon sicakligi 245,1 °C

olarak secildi.

Cizelge 17. Ekstraksiyon siiresinin etkisi deneylerinde elde edilen ekstraksiyon
verimleri (%, kuru orijinal numune {izerinden)

Ekstraksiyon siiresi (dk) Ekstraksiyon verimi
L15* 25,77
L30 29,02
L45 25,78

* L15 = Laurocerasus igin 15 dk ekstraksiyon siiresi

Cizelge 17°den Laurocerasus officinalis Roem. bitkisi i¢in ekstraksiyon siiresinin
artmastyla birlikte verimin 6nce arttigi, fakat 30 dk’lik ekstraksiyondan daha uzun
stirelerde verimin diistiigli gézlenmektedir. Ekstraksiyon zamaninin toplam fenolik
madde igerigine etkisi deneylerinde elde edilen bulgular Cizelge 18’de, bu

degerlerden ¢izilen grafik ise Sekil 22°de verilmistir.

Cizelge 18 . Ekstraksiyon siiresinin toplam fenolik madde igerigine etkisi (mg

GAE/100 g kuru numune)
Ekstrakt Toplam Fenolik Madde
L15* 5122,20
L30 5647,37
L45 5791,58

* 115 = Laurocerasus i¢in 15 dk ekstraksiyon siiresi
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Sekil 22 . Ekstraksiyon siiresinin toplam fenolik madde igerigine etkisi

Cizelge 18 ve Sekil 22’den, ekstraksiyon siiresi uzadik¢a elde edilen toplam fenolik
madde miktarinin da arttigr agikca goriilmektedir. Ekstraksiyon verimleri ile elde
edilen toplam fenolik madde miktarlar1 paralel olarak artmaktadir. Genel olarak

Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinden elde edilen ekstraktlarin, fenolik madde

igerigi a¢isindan zengin olduklar1 sdylenebilir.

Ekstraksiyon siiresinin, ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri {izerine etkilerini

incelemek i¢in hazirlanan Cizelge 19, Sekil 23 ve 24 asagida verilmistir.
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Cizelge 19 . Ekstraksiyon siiresinin etkisi deneylerinde, ekstraktlarin DPPH radikal
temizleme antioksidan aktivitesi deneylerinden elde edilen ICsy degerleri

Ekstrakt ICsy degerleri (pg/ml)
L15 11,33
L30 12,96
L45 19,36
BHT 10,61
TROLOX 10,06
120
100
80 % ¢ —o—L15
Y ——L30
e 60 L45
BHT
40 —%— TROLOX
20 f
0
0 50 100 150 200 250 300
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 23. Laurocerasus officinalis Roem bitkisine ait farkli ekstraksiyon siirelerinde
numunelerden elde edilen ekstraktlarin ve karsilastirma maddelerinin farkl
konsantrasyonlarinin DPPH radikalini temizleme yiizdeleri
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Sekil 24. Ekstraksiyon siiresinin, ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri lizerine etkisi

Cizelge 19, Sekil 23 ve 24’ten de goriildiigii lizere, ekstraksiyon siiresi uzadikca
ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinde belirgin bir diisiis meydana gelmektedir. Bu
diisiis Ozellikle ekstraksiyon siiresi 30 dk’yr gectiginde daha da belirgin hale
gelmektedir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ile bir karsilastirma
yapildiginda, ekstraksiyon siiresi uzadik¢a ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktarlar1 artmakta, fakat antioksidan aktiviteleri diismektedir. Bu durum ise asir1
uzun ckstraksiyon siliresinin, ekstraktlarin antioksidan aktivitelerini olumsuz
etkiledigini ortaya koymaktadir. Muhtemelen, ekstraksiyon siiresi uzadikca, asiri
yiiksek sicaklik ve basincin etkisiyle, ekstraksiyon ortamindaki, sicaklik ve basinca
duyarli olan antioksidan aktiviteleri yiiksek bazi bilesik gruplari, bu etkilerini
kaybetmektedir. Diger bir ihtimal de, antioksidan aktivitesi yiiksek olan bilesik
gruplarinin ekstraksiyonun ilk anlarinda, antioksidan aktivitesi diisiik olan bilesik
gruplariin ise ekstraksiyonun ilerleyen asamalarinda ¢dziiciiye gegmekte olduklar
diistincesidir. Ortamin sicaklik ve basincinin yiiksekligi diisiiniiliirse, lignoseliilozik
yapinin Ozellikle lignin kismindaki parcalanmalar sonucu c¢oziicliye gecebilecek

fenolik yapili, fakat antioksidan aktiviteleri diisiik bilesik gruplarinin da bu etkiye

73



sebep olabilecekleri gozardi edilmemelidir. Yiiksek sicaklik ve basincin, bitkisel
materyallerdeki lignin yapisina etki ederek, a ve B eterik baglarinin bozunmasini ve
karbon-karbon baglarinin parcalanmasini iceren bir dizi reaksiyon neticesinde
¢Oziiniir ve gaz halindeki bir takim irlinlerin olusumuna neden oldugu ve bu
tirlinlerin de Ozellikle homolitik pargcalanmalar sonucu ortaya c¢ikan radikalik tiirler
icerdigi bilinmektedir [101]. Olusan bu radikalik tiirler, ¢ozelti ortamina gecen
antioksidan aktivitesi yiiksek fenolik bilesiklerle etkileserek kararli hale gelebilirler.
Bu da, ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin diismesine sebep olabilecek bir diger

husustur.

Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinden elde edilen ekstraktlar toplam fenolik

madde icerikleri ile dogrusallik gostermektedir.

4.2.3. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin etkisi

Bu deneylerde, 0-125 pm parca biiyiikliigiine sahip numuneler kullanildi.
Ekstraksiyon siiresi 30 dk olarak sabitlendi. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanol,
etil asetat ve n-hekzan kullanildi. Tim ekstraksiyonlarda ekstraksiyon sicakligi
kullanilan ¢oziiciilerin stiperkritik nokta sicakliklarinin yaklasik 5 °C iizerine
sabitlendi (metanol igin 245,1 °C, etil asetat i¢in 255 °C ve n-hekzan i¢in 239.4 °C).

Ekstraksiyonlardan elde edilen verim ylizdeleri Cizelge 20’de verilmistir.

Cizelge 20. Coziiciiniin etkisi deneylerinde elde edilen ekstraksiyon verimleri (%,
kuru orijinal numune iizerinden)

Ekstraksiyon ¢oziiciisii Ekstraksiyon verimi
LM* 25,97
LE 8,93
LH 1,92

* LM: Laurocerasus officinalis Roem numunesin metanolle, LE: Laurocerasus officinalis Roem
numunesin etanolle, LH: Laurocerasus officinalis Roem numunesin hegzanla elde edilen
ekstraksiyonlart.
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Cizelge 20’e bakildiginda, metanol ekstraksiyonlarinin en yiliksek verime sahip
ekstraktlar oldugu ortadadir. Onu sirasiyla etil asetat ve n-hekzan izlemektedir.
Kullanilan ¢6ziicliniin polaritesi diistiikkge, ekstraksiyon verimi de biiyilk oranda

diismektedir. Bu zaten beklenen bir sonugtur.
Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri Cizelge 21°de, bu degerlerden cizilen

grafik ise Sekil 25°de gosterilmistir.

Cizelge 21. Coziicii etkisi deneylerinde elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik
madde icerikleri (mg GAE/100 g kuru numune)

Ekstrakt Toplam Fenolik Madde
LM 6234,06
LE 270,23
LH TE*
* Tayin edilemedi
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Sekil 25. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri (* Laurocerasus officinalis
Roem bitkisi i¢in hekzan ekstraktlarinda toplam fenolik madde tayini
yapilamadi)
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Metanol ekstraktlarinin  toplam fenolik madde igerikleri diger c¢oziiciilerle
kiyaslanamayacak olcilide yiiksek oldugu Cizelge 21 ve Sekil 25’den goriilmektedir.
Etil asetat ekstraktlarinda elde edilen toplam fenolik madde ¢ok daha diisiik
diizeylerde bulunmustur. Ancak n-hekzan ekstraktlarinin toplam fenolik madde
igcerikleri bu degerlerden ¢ok daha diisiik elde edildiginden, kalibrasyon araliginin
disinda kaldi ve hesaplanmadi. Elde edilen bu sonug, fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunda polaritesi yiiksek ¢oziiciilerin daha iyi sonug¢ vereceklerine dair

literatlirde yer alan bilgilerle uyumludur [87].
Ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin incelenmesi amaciyla hazirlanan Cizelge 22,

Sekil 26 ve 27 asagida verilmistir.

Cizelge 22. Coziicii etkisinin incelendigi deneylerde, ekstraktlarin DPPH radikal
temizleme antioksidan aktivitesi testlerinden elde edilen ICs degerleri

Ekstrakt ICs degerleri (pug/ml)
LM 11,07
LE 86,5
LH TE*
BHT 10,61
TROLOX 10,06

TE: Tayin edilemedi
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Sekil 26. Laurocerasus officinalis Roem bitkisine ait farkli ¢oziiciilerle elde edilen
ekstraktlarin ve karsilagtirma maddelerinin farkli konsantrasyonlarda DPPH
radikalini temizleme yiizdeleri
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Sekil 27. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin, ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri tizerine
etkisi (* Hekzan ekstraktlarina ait degerler elde edilemedi)

n-Hekzan ekstraktlarinin antioksidan etkilerinin ¢ok diisiik oldugu 6zellikle Sekil 26

ve 27’den de goriilmektedir. Karsilastirma maddeleri BHT ve Trolox ile
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kiyaslandiginda, metanol ekstraktlar1 diger ¢oziiclilerden daha yiiksek antioksidan

aktivite ortaya koyarlarken, onlar etil asetat ekstraktlar1 izled.i.

4.3. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Icerikleri ile Antioksidan Aktiviteleri
Arasindaki iliski

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasindaki
iligkiyi incelemek maksadiyla, toplam fenolik madde degerlerine kars1 ICso degerleri
grafige gecirildi. Ana ¢alisma kismi ekstraktlarindan elde edilen degerlerle cizilen
grafiklerden, bu iki deger arasinda dogrusal bir iligki elde edilemedi. Bunda en biiyiik
etken, Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinin kabuk ve govde kisimlarindan elde
edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde icerigi diisiik olmasina karsin ortaya
koyduklar1 yiiksek antioksidan aktivite degerleridir. Bu durumun, Laurocerasus
officinalis Roem. i¢in gévde kisimlarindan elde edilen ekstraktlarda yer alan fenolik
bilesik gruplarinin, yapraklardan elde edilen ekstraktlarda yer alan bilesiklerden
antioksidan aktivitesi bakimindan daha etkili olmalarindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

Kinetik ¢alisma kisminda elde edilen degerlerden ¢izilen grafiklerde ise, bu iki deger
arasinda dogrusal iligki, parca biiylikliigiiniin etkisi deneylerinde ve ¢oziicii etkisi
deneylerinde elde edildi. Ekstraksiyon siiresinin etkisi deneylerinde ise ters yonde bir
dogrusal iliski elde edildi. Yani ekstraksiyon siiresi arttik¢a, toplam fenolik madde
miktar1 da artmakta ancak antioksidan aktivite diismektedir. Coziici etkisi
deneylerinde, n-hekzan ¢oziiciisii ile elde edilen ekstraktlarda, hem toplam fenolik
madde hem de antioksidan aktivite degerleri kalibrasyon araligi disina ¢iktigindan
sayisal bir deger olarak elde edilemediler. Bu nedenle de toplam fenolik madde-
antioksidan aktivite iliskisi dogrusal olmasimna ragmen grafiksel olarak
gosterilmediler. Bu iliski en giizel sekilde, parca biiylikliigiiniin etkisi deneylerinde

gbzlendi. Bu degerlerden cizilen grafik asagida Sekil 28’de verilmistir.
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Sekil 28. Laurocerasus officinalis Roem. bitkisi i¢in parcacik biiyiikliigiiniin etkisi
deneylerinden elde edilen toplam fenolik madde-antioksidan aktivite
iligkisi grafigi

Toplam fenolik madde miktar1 ile antioksidan aktivite arasindaki iliski pek ¢ok
arastirmaci tarafindan aragtinnlmigtir. Bazi arastirmacilar toplam fenolik madde
miktar1 ile antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iliski oldugunu soyliiyorken
[102,96,103], diger baz1 arastirmacilar ise bu iki parametre arasinda ya bdyle bir
iliskinin olmadigini, ya zayif bir iliskinin s6z konusu oldugunu ya da bu iligskinin bu

kadar basit olmadigini séylemektedirler [104,105,106,107].

Bu caligmada elde edilen sonuglar her iki diislinceyi de destekler durumdadir.
Ornegin, ana calisma kism ekstraktlar1 ve kinetik calisma kismu ekstraktlarindan
ekstraksiyon siiresinin etkisinin incelendigi ekstraktlarda bu iligki kurulamazken,
kinetik ¢alisma kismi ekstraktlarindan pargacik biiytikliigii ve ¢oziicliniin etkisinin
incelendigi calismalardan elde edilen ekstraktlarda bu pozitif dogrusal iliski (Sekil
28) elde edilmistir. Buna gore, bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin tek
basina fenolik madde igeriklerine bagli olmayip, baska bazi bilesik gruplarindan da
etkilenebilecegini sdyleyebiliriz. Ekstraksiyon sartlar1 da elde edilen ekstraktin bu

ozelliklerini etkileyebilmektedir. Ornegin, ekstraksiyon siiresinin etkisi deneylerinde,
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elde edilen toplam fenolik madde miktar1 arttikca, ekstraktlarin antioksidan
aktivitelerinin diismesi buna en giizel drneklerden birini olugturmaktadir. Ayrica,
fenolik bilesik gruplarinin farkli farkli antioksidan aktivitelerine sahip olduklari,
ekstraksiyon ortaminda bulunan fenolik bilesiklerle, karbohidratlar ve proteinler gibi
diger baz1 bilesik gruplarmin antagonistik (etkisini azaltic1) veya sinerjistik (etkisini
artirict) bir takim etkilesimlere girebilecekleri de g6z onilinde bulundurulmasi

gereken hususlardir [106].
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma kapsaminda Dogu Karadeniz Bolgesinin karakteristik bitki tiirii olan
Laurocerasus officinalis Roem’un yaprak, kabuk ve govde kisimlarindan, metanol,
etil asetat ve n-hekzan gibi c¢oziciilerle Soxhlet ve siiperkritik ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ve
antioksidan aktiviteleri incelendi. Ayrica en yiiksek ekstraksiyon verimi, toplam
fenolik madde ve antioksidan aktivitenin elde edildigi ekstraktlar olan metanol
ekstraktlar1 iizerinde, igerigindeki fenolik asitleri belirlemek iizere RP-LC-UV
analizleri gergeklestirildi. Calismadan elde edilen sonuglar asagidaki basliklar altinda

toplanabilir:

-Ana calisma kisminda ekstraksiyon verimleri genelde yapraklarda diger kisimlardan
daha yiiksek olarak elde edildi. Ayrica kabuk kisimlarinda da dikkate deger ol¢giide
ekstraksiyon verimlerine ulasildi. Govde kisimlarindan yapilan ekstraksiyonlarin
verimleri nispeten diisiik kaldi. Yaprak kisimlarindan elde edilen ekstrakt verimleri
% 20,47 - 25,97 arasinda; kabuk kisimlarindan elde edilen ekstrakt verimleri % 22,97
- 23,07 arasinda ve gdvde kisimlarindan elde edilen ekstrakt verimleri ise % 6,10 —

7,90 arasinda bulundu.

-Laurocerasus officinalis Roem. bitkisi i¢in yaprak ve kabuk ekstraktlarinin toplam
fenolik madde icerigi govde ekstraktlarindan yiiksek bulundu. Bu degerler yaprak
ekstraktlarinda 4313,91 — 6234,06; kabuk ekstraktlarinda 5986,37 — 7437,49 ve
govde ekstraktlarinda 2228,66 — 3061,58 (mg GAE/100 g kuru numune olarak)
arasinda elde edildi. Buradan Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinin kabuk

ekstraktlarinin, fenolik madde igerigi acisindan daha zengin oldugu sdylenebilir.

-Bitkinin tim kisimlarindan elde edilen ekstraktlar oldukg¢a yliksek antioksidan
aktivite degerleri ortaya koydu. DPPH radikal temizleme antioksidan aktivitesi
Olctimlerinde, ICsy degerleri yaprak ekstraktlarindan 11,07 — 11,20 ug/ml; kabuk
ekstraktlarindan 9,55 — 11,39 pg/ml ve govde ekstraktlarindan 8,05 — 9,32 pg/ml

81



arasinda elde edildi. Genel olarak kabuk ekstraktlarinin daha iyi sonuglar ortaya
koydugu goézlendi. Bu testlerde Laurocerasus officinalis Roem.’in gévdesinden hem
Soxhlet hem de stiperkritik ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstraktlarda da
toplam fenolik madde igerikleri oldukca diisiik olmalarna karsin, karsilagtirma
maddeleri olan BHT ve Trolox’tan (sirasiyla 10,61 ve 10,06 pg/ml) daha iyi degerler
elde edildi. Fe-III iyonu indirgeme giicii antioksidan aktivitesi (FRAP) deneylerinden
de karsilastirma maddesi olan Trolox (179 puM) ile kiyaslandiginda oldukca iyi
sonuglar elde edildi. Ekstraktlarin FRAP degerleri yaprak ekstraktlarinda 88—102
uM; kabuk ekstraktlarinda 133-176 uM ve govde ekstraktlarinda ise 128-168 uM
arasinda elde edildi. Bu testlerde kabuk ve govde -ekstraktlari, yaprak
ekstraktlarindan daha yiiksek antioksidan etki ortaya koydular. Buradan bitkinin
kabuk ve govde kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin da yiiksek antioksidan

potansiyele sahip olduklar1 belirlenmistir.

-Ekstraktlar, igeriklerindeki fenolik asitleri belirlemek agisindan 15 standart fenolik
asit kullanilmak suretiyle RP-LC-UV analizine tabi tutuldular. Sonugta ekstraktlarda
en fazla klorojenik asidin, daha sonra da gallik asidin bulundugu goézlendi. Se¢imli
ekstraksiyon oOncesi gallik asidin ekstraktlardaki konsantrasyonu 95,87 ppm,
klorojenik asidin konsantrasyonu ise 56-177,6 ppm arasinda degistigi bulundu.
Arastirilan 15 fenolik asit standardindan sadece gentisik asit, protokatekuik asit,
ferulik asit, sinapik asit, p-OH benzoik asit, vanillin, siringaldehit, p-kumarik ve

sinapik asit ekstraktlarda gozlenmemistir.

-Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri yiiksek olan kabuk ve govde ekstraktlarinda
gozlenen fenolik asitler, antioksidan aktivitesi gorece diisiik bulunan yaprak
ekstraktlarinda gozlenen fenolik asitlerden daha diisiik antioksidan aktif bilesiklerden
olusmaktadir. Buradan, ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin sadece fenolik
bilesiklere bagli olmadigi, baska bazi bilesik gruplar1 ve etkilesimlerin bu 6zellige

olumlu ya da olumsuz katk1 yaptiklari sdylenebilir.
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-Parcacik boyutunun ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan
aktivitelerine etkisi gozlendi. Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinde pargacik
biiylikliigii arttikca ekstrakte olan toplam fenolik madde miktar1 diismekte, buna

paralel olarak da antioksidan aktiviteler de diismektedir.

-Ekstraksiyon siiresi uzadikca, ekstraktlarin toplam fenolik madde iceriklerinde bir
artts olmakta, ancak antioksidan aktivite degerleri buna ters olarak diismektedir.
Ogzellikle 30 dk’lik ekstraksiyon siirelerinden sonra bu etki daha fazla
hissedilmektedir. Bu durum, uzayan ekstraksiyon siirelerinde ortamdaki antioksidan
aktif bilesiklerin asir1 yiliksek sicaklik ve basincin etkisiyle bu o6zelliklerini
kaybetmeleri, antioksidan aktif bilesiklerin, ekstraksiyonun erken asamalarinda
cozelti ortamina gegmeleri ya da sicaklik ve basincin etkisiyle ozellikle lignin
yapisinin par¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan radikalik tiirlerin, ortamdaki antioksidan

aktivite gosterebilen bilesikleri etkisiz hale getirmesi gibi sebeplere atfedilmistir.

-Ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicii, fenolik yapili bilesiklerin eldesinde dnemli bir
parametre olarak gozlendi. Diger coziiciilere oranla daha polar bir yapist olan
metanol ile elde edilen ekstraktlarin, hem toplam fenolik madde igerikleri hem de
antioksidan aktiviteleri diger ¢oziiciilerle (etil asetat ve n-hekzan) elde edilenlerden
acik ara daha ytiksek bulundu. Bu da bu tiir bilesiklerin ekstraksiyonunda polar yapili
¢oziicii ve ¢oziicii sistemlerinin daha etkili sonuglar verecegini ortaya koymaktadir.
Ancak, polaritesi daha diisiik olan etil asetat ekstraktlarinda da fenolik madde
icerikleri diisiik olmalarina karsin énemli oranda antioksidan aktivite gozlendi. Bu
da, antioksidan aktiviteden farkli bilesik gruplarinin sorumlu olabileceklerini

gostermektedir.

-Ekstraktlarin toplam fenolik madde icerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasindaki
iligski ekstraktin hangi materyalden, hangi yontemle, hangi sartlarda elde edildigine
gore degismektedir. Bazi ekstraktlar toplam fenolik madde igerikleri ile antioksidan
aktiviteleri arasinda pozitif dogrusal bir iligki ortaya koymakta iken (6rnegin parca
biiytlikliigii ve ¢oziicii etkisi deneylerinde elde edilen ekstraktlarda), bazilarinda ise
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bu iligki ya ters orant1 bigiminde (ekstraksiyon siiresinin etkisi deneylerinde elde
edilen ekstraktlarda) elde edildi ya da boyle bir iliski hi¢ kurulamadi (ana ¢alisma
kismindaki yaprak ve kabuk ekstraktlarinda). Sonu¢ olarak toplam fenolik madde
iceriginin antioksidan aktivite belirlemede dnemli bir parametre oldugu, ancak tek
basina bu 6zellikten sorumlu olmadigi; bu iliskinin paragrafin basinda ifade edilen
etkenlerin haricinde, bilesiklerin her birinin farkli antioksidan etkilere sahip
olabilmeleri, ¢ozelti ortaminda mevcut farkli bilesik gruplarinin antioksidan etkilerini
artirict veya azaltict bir takim etkilesmelere girebilmeleri gibi etkenlere bagh

olabilecegi sOylenebilir.

-Ekstraksiyonlarda, 125-250 um pargacik biiyilikligli, maksimum 30 dk’lik siire ve
¢oziicii olarak da metanol kullanilmasinin, en iyi toplam fenolik madde miktar1 ve
antioksidan aktivitelerine ulagsmak i¢in optimum sartlar olarak bulundu. Ancak
ekstraksiyon ortaminda inert bir madde kullanilmasi durumunda (6rnegin kum, cam
pargalar1 vs) 0-125 pm pargacik biiytikliigline sahip numunelerden daha iyi sonuglar
almabilir. Antioksidan aktiviteler agisindan en 1iyi sonuglar, 15 dakikalik
ekstraksiyonlardan elde edilmis olmasina ragmen, 30 dakikalik ekstraksiyonlarda
elde edilen degerlerle birbirine ¢ok yakin olduklarindan ve ancak bu siirenin asilmasi
durumunda degerlerde anlamli bir farklilik ortaya ciktigindan (Cizelge 17 ve Sekil

24), 30 dakikalik ekstraksiyon siiresi, optimum ekstraksiyon siiresi olarak alinmistir.

-Kullanilan teknikler agisindan bir karsilastirma yapilacak olursa, Soxhlet ve
stiperkritik ekstraksiyon metodlarinin etkililikleri, ekstraksiyonun hangi bitkiden ve
bitkinin hangi kismindan yapildigima gore degismektedir. Ornegin, toplam fenolik
madde igerigi acisindan bakildiginda, yaprak numunelerinde siiperkritik ekstraksiyon
daha 1iyi sonuglar vermekte iken, kabuk numunelerinde Soxhlet ekstraksiyonlar1 daha
iyl sonuglar vermistir. Ayrica govde ekstraktlarinda Laurocerasus officinalis Roem.
bitkisi icin Soxhlet teknigi daha iyi sonuglar vermistir. Antioksidan aktiviteler
acisindan ise, DPPH radikal temizleme aktivitesi testlerinde Laurocerasus officinalis
Roem. bitkisi i¢in yaprak numunelerinde iki teknik arasinda onemli bir fark

gozlenmezken, kabuk ekstraktlarinda Soxhlet teknigi, govde ekstraktlarinda ise
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stiperkritik akiskan teknigi daha iyi sonuglar vermistir (Cizelge 8 ve Sekil 13). Fe-III
iyonu indirgeme antioksidan giicii testlerinde ise, DPPH yonteminde oldugu gibi
govde ekstraktlart acgisindan siiperkritik akigkan teknigi, yaprak ve kabuk
ekstraktlarinda ise Laurocerasus officinalis Roem. bitkisi i¢in Soxhlet teknigi daha
iyl sonuglar vermistir (Sekil 13). Ancak, siiperkritik metanol ekstraksiyonlarinin,
metanolik Soxhlet ekstraksiyonlarmma gore uygulanmasmin daha kolay, daha az
zaman alic1 (6rnegin, ayn1 degerlerin elde edildigi Soxhlet ekstraktlar1 yaklasik 6 saat
gibi bir ekstraksiyon siiresi gerektiriyorken, stiperkritik akigskan ekstraksiyonlarinda
bu siire en fazla 30 dakika gerektirmektedir), daha az malzeme tiiketici (6rnegin, bir
Soxhlet ekstraksiyonu i¢in 150-200 ml metanol kullaniliyorken, bir siiperkritik
ekstraksiyon i¢in 15-20 ml metanol kullanilmistir) ve ayrica bu ¢alisma kapsaminda
uygulanmamasina ragmen, ¢oOziiciiye farkli polaritede bir ¢oziicii ilave etmek
suretiyle elde edilen ekstrakt verimleri ile bilesik cesitliliginde artis saglayabilme

yetenegine sahip olmasi nedeniyle daha avantajli oldugu ifade edilebilir.

Sonug olarak, Laurocerasus officinalis Roem. bitkisinin yaprak, kabuk ve gdévde
kisimlarindan Soxhlet ve siiperkritik akiskan ekstraksiyonu yontemleri ile elde edilen
ekstraktlarin yiiksek diizeyde fenolik madde icerigine ve antioksidan aktiviteye sahip
olduklar1 ortaya konmustur. Genel bir bakis acistyla ¢alisma, bitkinin kabuk ve
govde kisimlarinin da Onemli oranda fenolik bilesik ve antioksidan aktivite

icerebilecegini gostermistir.

Tartigma kismunda da belirtildigi lizere, elde edilen RP-LC-UV kromatogramlari
zengin bir igerik ortaya koymakta, ancak ¢alisma kapsaminda arastirilan fenolik asit
standarlar1 ile nispeten az sayida pik ortiismektedir. Bu durum ekstraktlarda fenolik
asitler haricinde flavonoid tiirii veya tiirevi bilesiklerin olabilecegini gostermektedir.
Calisma kapsaminda uygulanmayan asit hidrolizi ile ve ilave flavonoid
standartlartyla glikozidik flavonoidlerin piklerinin davraniglart incelenebilir ve
boylece ekstraktlarda mevcut olabilecek flavonoidler takip eden bir calisma

kapsaminda aydinlatilabilir. Ayrica kat1 faz ekstraksiyonu ile gozlenme sinirinin

85



altinda kalan fenolik bilesikler daha yiiksek konsantrasyonlarda incelenerek

aydinlatilabilir.

Literatiirde, bitkisel materyallerin 6zellikle meyve ve yapraklarinin antioksidan
aktiviteleri ve fenolik madde igeriklerinin tespitine dair sayisiz calisma mevcut
olmakla birlikte, kabuk, gévde, kok gibi diger bitkisel dokular i¢in yapilmis benzer
calisma sayisi oldukca azdir. Oysa, yapilan daha dnceki ¢aligmalar ve bu ¢aligmada
da ortaya kondugu gibi, bitkilerin bu kisimlar1 da 6nemli bir antioksidan aktif madde
kaynag olabilirler. Bu nedenle, degisik teknikler kullanilarak bitkilerin bu kisimlari
tizerinde gerceklestirilecek benzer caligsmalara biraz daha agirlik verilmesinin faydal

olacag diisiiniilmektedir.
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8. EKLER

8.1. Secimli Ekstraksiyon Oncesi Ekstraktlardan Elde Edilen RP-LC-UV
Kromatogramlari
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Ek Sekil 1. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de fenolik standartlarin
piklerinin analizi i¢in elde edilen kromatogramlar. Her bir standardin

konsantrasyonu 50 ppm’dir.
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Ek Sekil 2. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de LYSC’ye ait

kromatogramlar.
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Ek Sekil 3. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de LYSX e ait

kromatogramlar.
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Ek Sekil 4. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de LKSC’ ye ait

kromatogramlar.

100



mAU|

2 g dakika

Ek Sekil 5. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de LKSX ¢ ait

kromatogramlar.
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Ek Sekil 6. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de LGSC’ye ait

kromatogramlar.
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Ek Sekil 7. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de LGSX’e ait

kromatogramlar.
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8.2. Secimli Ekstraksiyon Sonrasi Ekstraktlardan Elde Edilen RP-LC-UV
Kromatogramlarn
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Ek Sekil 8. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de se¢imli ekstraksiyondan
sonra elde edilen fenolik standartlarin piklerinin analizi i¢in elde edilen
kromatogramlar. Her bir standardin ekstraksiyona baglangic

konsantrasyonu 50 ppm’dir.
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Ek Sekil 9. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de secimli ekstraksiyon

sonrasinda LYSC’ye ait kromatogramlar.
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Ek Sekil 10. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de se¢imli ekstraksiyon

sonrasinda LYSX’e ait kromatogramlar.
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Ek Sekil 11. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de ekstraksiyon sonrasinda
LKSC’ye ait kromatogramlar.
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Ek Sekil 12. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de sec¢imli ekstraksiyon

sonrasinda LKSX’e ait kromatogramlar
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Ek Sekil 13. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de se¢imli ekstraksiyon

sonrasinda LGSC’ye ait kromatogramlar.
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Ek Sekil 14. LC-UV tarafindan 280 nm (a) ve 315 nm (b)’de se¢imli ekstraksiyon

sonrasinda LGSX’ye ait kromatogramlar.
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