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OZET

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, gir(Asphodelus Ramosus), yesil sogan
(Allium Cepa L.), pirasa Allium Porrum L.), HPLC (Yuksek Performansh Sivi
Kromotografisi)

Meyve ve sebzelerde gal olarak bulunan fenolik yapili bilikler (flavonoidler,
polifenoller), antioksidan 0zellik gostermekte vercbk hastalga iyi geldgi
bilinmektedir. Fenolik bilgiklere ilaveten kronik hastaliklara lgar koruyucu
yapidaki kimyasal maddeler karotenoidler, askoragit (C vitamini), tiyoller ve
tokoferollerdir.

Saozanli bitkilerin flavonoidli yapilarn yiksek antiokkan aktiviteye sahip oldwnu
gosterir. S@anli bitkiler ile beslenerek alinan flavonoidlenretabolizmadakislevi;
kanser, kalp ve kronik rahatsizliklari azaltngaklindedir.

Saozansi bitkilerin bu fonksiyonlari biyik onemské ettiginden bu konuda bir
calisma tercih edilmgtir. Bu calsmada kurutulmg"Allium" bitkilerinden olan pirasa
(Allium Porrum L.) ile yssil sogan Allium Cepa L.) bitkilerinin ve sari zambak
olarak da bilinen bir gg@ngil olan cirgin (Asphodelus Ramosus) antioksidan
aktiviteleri c¢aitli metodlarla incelenmgtir. Bu amacla bitkiler etivde farkli
sicakliklarda kurutulup, dwayici ile ufak parcalar haline getirildikten sorsa,

metanol ve etil asetat cozdillleri ile ekstrakte Ined, bu sayede bitkilerin
antioksidan aktivitelerini belirlemede sicaklk w@zucli olarak iki parametre
kullaniimistir.

Antioksidan kapasiteye neden olan turlerin belimesi amaciyla, her ekstraktin
Folin Cioceltau reaktifi ile toplam fenolik maddeerigi, aliminyum nitrat yontemi
ile toplam flavonoid madde miktari, DPPH Uzerindembest redikal stupuricu etki
tayini, H,O, giderme aktivite tayini, bakir (Il) iyonu indirgey antioksidan kapasite
tayini (CUPRAC), superoksit anyon radikali gideraktivitesi tayiniyapiimstir ve
bunlar HPLC (Yuksek Performansli Sivi Kromotografile desteklenmsitir.
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DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF SOME BULP P LANTS

SUMMARY

Key Words: Antioxidant activity, yellow lily Asphodelus Ramosus), gren onion
(Allium Cepa L.), leek A@Allium Porrum L.), HPLC (High Performance Liquid
Chromatography)

Structure of phenolic compounds found naturally fiuits and vegetables
(flavonoids, polyphenols), show antioxidant promsrtand is known to be good for
many diseases. Phenolic compounds protect agdinshic diseases in addition to
the structure of chemical substances carotenogtxyriaic acid (vitamin C), thiols
and tocopherols.

Plants of onion which have flavonoid structure cadé that the high antioxidant
activity. The functions in metabolism of flavonoidéich have taken with onions of
plants is to reduce cancer, heart and chronic sksea

A study on this issue was chosen because of criumations of these plants. In this
study, the leekAllium Porrum L.) dried "Allium" plants and green onioAl{ium
Cepa L.) and Asphodelus Ramosus also known as a yellow lily which has been a
plant of onion were investigated about antioxidactivities with various methods.
For this purpose, plants dried in the oven at wbffié temperatures, were chapped
into small pieces with a blender after that thanfd were extracted with water,
methanol and ethyl acetate resolution, so thaath®xidant activity of plants were
determined for two parameters as temperature dudrgo

In order to determine the antioxidant capacityh& species, all of the extracts were
analyzed with various methods which those; totaénmiic content with Folin
Cioceltau reagent, total flavonoid content withralmum nitrate method, DPPH free
redical scavenging through the determination, tegemhination of the activity of
removal of HO,, copper (Il) ion reducing antioxidant capacity etetination
(CUPRAC), removal activity of super oxide aniand the resulrs were with HPLC
(High Performance Liquid Chromatography).
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BOLUM 1. GiRiS

Oksidasyon canli organizmalar icin ¢cok 6nemli bivges iken oksijen hem gamin
hem olumidn molekdlt olarak bilinmektedir. Oksijamsanlarin hayatlarini devam
ettirebilmeleri icin ¢cok dnemli bir molekildir. Glen anaeroplar icin élduricu ya
da gelgimi durdurucu etkiye sahiptir. Oksijenin eksik iggnmesi ayrica reaktif
oksijen tirlerinin de (ROT) olimasina sebep olmaktadir. Hiicreye zarar veren bu
reaktif oksijen turleri, antioksidan savunma sidmin yetersiz kaldii durumlarda

hicre olumlerine sebep olmaktadir [1].

Antioksidan savunma sistemlerine sahip olan aerolglanizmalar, aerobik solunum
ve substrat oksidasyonu sonucu olarak i@etteaktif oksijen turlerinin (ROT)
olusumunu engellemektedir. Hidroksil radikalleriniOf), siperoksit anyonlarini
(O2" 7)) ve hidrojen peroksiti (kD) iceren reaktif oksijen tirlerinin kiicik miktanar
hem i¢c hemde diuyaricilara kagilik olarak aerobik organizmalarda surekli olarak
uretiimektedir [2-3]. Reaktif oksijen tdrlerinin  glik seviyeleri hucre
farklilasmasinda ve hicre ggilininin durdurulmasindaki molekdl ici iletime sahip
cogu biyokimyasal proseslerde, siklikta ve mikroorganizmalara karsavunmada
vazgecilmezdir [4-7]. Bunun aksine reaktif oksijgmlerinin yuksek dozlar ya da
uzaklgtiriima yetersizigi, siddetli metabolik bozukluklara sebep olabgdigibi

biyolojik makromolekillere de zarar verebilen okaitistrese yol acabilir [8, 9].

Canlilardaki elektron aku serbest enerjinin elde edigdibircok basamg takip eder
ve son olarak bu akioksidatif fosforilasyonda © molekilinde durur. Cunki
indirgenme potansiyeli daha yuksek bir kifggn ortamda mevcudiyeti s6z konusu

degildir. Problemsizgleyen bir sistemde © suya kadar indirgenir [1].

Oz—> 02._—> H202—> OH — Hzo (11)



Serbest radikaller, mitokondriyal solunum, fagesiti aktivasyonu ve bazi
enzimlerin (nikotinamid dindkleotid hidrojen fosf@lADPH) oksidaz ve ksantin
oksidaz gibi) ve/veya Fe ve Cu gibi metallerin katedigi oksidasyon reaksiyonlari
sonucunda okurlar. Olian bu serbest radikaller, 6zellikle reaktif oksijgmleri
(ROT), Iokositlerin yabanci maddeleri yok etmelainasinda, biyolojik olarak aktif
olan 6nemli araci molekdllerdir ve yangi ile ilgiemel bilgiklerin olusmasinda da
rol oynarlar. Bununla berabegia Uretilmeleri halinde toksiktirler ve hicrelekde
lipitleri, proteinleri ve DNA'y1 oksitleyerek perakdasyona ve modifikasyonlara
neden olabilirler. Bu prooksidanlarin, 6zellikle R@rin birikmesine “oksidatif
stres” denir. Son yillarda oksidatif stresingstaadiyabet olmak tGzere koroner kalp
rahatsizliklari, kanser, katarakt gibi daha birdokstalgin patogenezine neden

oldugu saptannstir.

Organizmada oksidatif stres eturan dgisik oksidanlara kar daha o©Once
bahsedildii gibi antioksidan savunma sistemi vardir. Bu ddidan savunma
sistemi; serbest radikallerin sia Uretilmesini engelleyerek, alan serbest
radikallerin etkisini azaltarak veya gan oksidatif hasari ya azaltarak ya da onararak
etkisini gosterir. Bu sistemler, SOD, CAT ve GPXbigiendojen antioksidan
enzimleri, GSH'1, seruloplazmin ve transferrin gietal bglayici proteinleri, Zn ve
Cu gibi antioksidan o6zellikteki bazi elementleri V& C, E gibi antioksidan

vitaminleri icermektedir.

Oksidanlarin ozellikle ROT lerinsari birikmesiyle olgan oksidatif stres; membran
lipitlerindeki doymany yaglardaki ba&lari koparip membran viskozitesini ve
gecirgenlgi arttirir, ayrica membran seci@ini de deistirir. ROT’lerin olusumunun
baslangicinda yer alan O, proteinleri bélimlere ayirarak enzim aktivasyomda
bozulmaya ve iyon transferinde aksakliklara nedenken, ayrica demir iyonu ile
reaksiyona girip proteolizis aodturur. DNA'da ise; sakkarit halkalarinda kopmalar
sonucu mutasyonlar, bazlardaki modifikasyonlarglibamanslasyon hatalari, zincir
kiriimalari ile proteosentezde inhibisyonlara nedkem. Boylece hiicre 6lime gider.
Serbest radikaller; vicutta ayrica yangi,gibklik sistemine ait hastaliklar,
yaslanma, norolojik hastaliklar, ateroskleroz, hipesiggon, iskemik hasar,



karsinojenezis, mutajenezis, infeksiydz hastaljklaracger hastaliklari, akger
hastaliklari, g6z hastaliklari ve Urolojik hastkdrikgibi hastaliklara da neden olabilir .

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikalsammunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmglardir. Antioksidan savunma sistemi hiicre ici vereldsi olarak ikiye
aynilir. Hucre i¢i savunma sisteminin enzimatik iaksidanlari, SOD, CAT ve
GPX'tir. Enzimatik olmayan hicre ici antioksidanlaitGSH, membranlara
baglanabilen a-tokoferol ve B-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve
bilirubindir. Hlcre d¢1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbestikal yok
edicileri ve Zn gibi iz elementlerden glur [10].

Antioksidanlar, metabolizma veya yiyecekte sidki dersimde bulundgunda
oksidasyon olayini 6nemli 6l¢ctide geciktirir veyadiaya engel olur [4]Yine baka
bir tanimla; lipid, protein, karbonhidrat ve nileasitler gibi yukseltgenebilir bir
substratla karlastirildiginda daha diilk konsantrasyonlarda bulungiu zaman o
substratin oksidasyonunu o6nemli 6lcide geciktinelefen maddeye antioksidan

denir.

Antioksidanlar radikal olgumunun sinirlandiriimasi, radikal reaksiyonlarisona
erdiriimesi, olgan radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasamholekuillerin
ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekullerdir. Réaksijen turlerinin Gretimi ve
¢esitli - antioksidan  savunmalari  arasindaki  dengesizlikantioksidanlarin
yetersizlginden ve/veya reaktif oksijen tirlerin artan @lmundan ¢ikan oksidatif

stresle sonuclanir [5].

Bu calsmanin amaci; Turkiye'de c¢ok miktarda var olan venigeyetisme
spektrumuna sahip gansi bitkilerden sgan @Allium Cepa L), pirasanin Allium
Porrum L) ve cirsin (Asphodelus Ramosudprkli sicakliklarda kurutularak
hazirlanan farkh cozeltilerdeki ekstraktlarindaieksidan kapasite belirlemek adina
argtirma yapmak, bulunan fenolik bsiglerin miktari ve profili hakkinda bilgi
sahibi olmaktir. Sgan c¢aitlerinin fenolik agidan zengirdi ve antioksidan aktivite

tasidigl bu gtine dek bir cok yayinda yer agtm [11].



Asphodelugtrleri hakkinda biyolojik ve ekolojik bilgilerelasiimissa da fenolik
bilesiklerine ait yayinlanng calsmalara rastlanmantir [12]. Literatirde yer alan
metotlar kullanilarak bu bitkilerin fenolik bi&leri hakkinda argtirma yaparak
sonu¢ elde etmek, kullanilan metotlarin optimgantlari hakkinda bulgular elde

etmek ve bu bitkilerin analiz sonuclarini rakandalak ifade etmek amaglangtr.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar HakkindaGenel Bilgi

1891'de George Johnstone Stoney atomlardaki ekeiikll birimlerin varlgini 6ne
surerek bu vyiklere elektron isminin verilmesini edit Elektronlar atom ve
molekillerde orbital olarak isimlendirilen kiresgbringelerde bulunurlar ve her
orbital birbirine zit ydonde hareket eden en fa#a alektron tair [13]. Serbest
radikaller son orbitallerindeskessmemi elektron icerir ve buna Bh olarak ¢cok fazla
reaktif 6zellik tgirlar. Serbest radikaldeslesmemi elektron, atom veya molekulin
ust kismina konulan noktayla belirtilir. Bunlar gks tlrevi ya da azot turevi serbest
radikaller olabilirler. Normal fizyolojiksartlarda insan ve hayvan metabolizmasinda
uretilir. Oksijen tlurevi serbest radikaller proteire, karbonhidratlara, ghara,
ndkleik asitlere zarar verebilir. Serbest radikedksiyonlari plazma membranlarina

blyuk dlcide zarar verebilir.

Serbest radikaller peroksidasyon denen zincir igakkarina sebep olur. Bu
reaksiyon insan metabolizmasini 6nemli 6lctide etkiBu etkilerin bazilarina kalp-
damar hastaliklari, kanser vakalari, eklem kiraglesi gibi drnekler verilebilir. Bu
durumun etkileri yine metabolizma tarafindan zarahsle getirilir. Vicuttaki enzim
sistemleri bunu g#ar. Eger enzim sistemleri ¢camaz ise, serbest radikalleri
uzaklgtirmak tzere diyetle madde alinir ve Bu onlar yapar. Serbest radikalleri
zararsiz hale getirici diyet maddelerine antioksidkenir [14]. Serbest radikaller;
vlcutta ayrica yangi, Balklik sistemine ait hastaliklar, glanma, ndrolojik
hastaliklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemdsdr, karsinojenezis, mutajenezis,
infeksiyoz hastaliklar, karager hastaliklari, akger hastaliklari, g6z hastaliklari ve

urolojik hastaliklar gibi hastaliklara da nedenbilia[15].



Icinde bulundgumuz cevrede géli fiziksel etkiler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devaml bir radikal olgumu olur. Bu radikal olgumu nerede ve nasil Uretiie

bakilmaksizin bgica 3 mekanizma ile agiklanabilir (Kiling 2002):

1.Kovalent Bglarin Homolitik Kirllmasi: Yiksek sicaklik (500-60C) ve yuksek
enerjili elektromanyetik dalgalar kimyasalgarin kirilma nedenidir. ger kirllma
sirasinda bhayapisindaki iki elektronun her biri ayri ayri atemizerinde kalirsa bu
kirilma ttrine homolitik kirllma denir ve her ikican Uzerinde de paydmams

elektron kalir. Paykalmams elektron taiyan turler radikalik 6zellik gosterirler.

2.Normal Bir Molekulin Elektron Kaybetmesi: Radikabzellik gostermeyen bir
molekilden elektron ayrilmasi sonucus dorbitalinde paylsilmams eleketron

kaliyorsa radikal form olur.

3.Normal Bir Molekule Elektron Transferi: Radikalzéllik gdstermeyen bir
molekile tek elektron transferi ilesdorbitalinde paylsiimams elektron olgmasi

yine radikal form olgturur.

Tablo 2.1. Serbest Radikaller ve Serbest RadikatdirBazi Tirlerin Ozellikleri
(Halliwell, 1994)

Adi Simgesi Ozellii

Hidrojen radikali H Bilinen en basit radikal

Hidroksil radikali OH En reaktif oksijen metaboliti radikali.insan
vilcudundaki tim molekillere saldirir

Siperoksit radikali| € Oksijen metabolizmasinin ilk ara Grind

Hidrojen peroksit KO, Reaktifligi dUstik, molekuler hasar 6zelli zayiftir

Singlet oksijen (&) Yarilanma 6mri kisa, gucli oksidatif form

Perhidroksi HO," Lipidlerde hizli ¢ézinerek lipid peroksidasyonunu

radikal arttirir

Peroksil radikali ROO Perhidroksile oranla daha zayif etkilidir, lipidde
lekolize olur

Triklorometil CCly CCl, metabolizmasi driinadur, kargerde Uretilen

radikal bir radikaldir

Tiyil radikali RS Sulfarld ve slesmemi elektron iceren turlerin
genel adidir

Alkoksil radikali RO Organik peroksitlerin yikimi ile Gretilen oksijen
metabolitidir

Azot monoksit NO L-arginindeim vivo Uretilir

Azot dioksit NQ NO’ in oksijen ile reaksiyonundan Uretilir. Kiri
hava, sigara dumani vb.de bulunur.




Oksijen radikalleri, bulunduklari ortamda sie fiziksel ve kimyasal etkenlerle
zorunlu metabolik reaksiyonlar sonucunda satu en 6nemli serbest radikaldir.
Bunlar arasinda stperoksit radikali ,{O), hidroksil radikali (OH.) ve radikal
olmayan hidrojen peroksitin g@,) 6zel yerleri vardir, bunlar reaktif oksijen timle
(ROT) olarak bilinirler ve biyolojik sistemlerdekoksijenden olgan en 6nemli
serbest radikallerdir. Serbest oksijen radikalksgonlarinda temeklevi, oksijenin
kendisi, stper oksit, hidrojen peroksit, hidroksitlikali ve gegi metallerin iyonlari
gosterir. Oksijen atomunun toplam sekiz elektrormamdis yéringede bulunan iki
tanesi glesmemsgtir. Molekller oksijen (@), iki tane glesmemg elektronu
bulund@gundan kendisi de bir radikaldir. Her iki atom derg#inde oldgundan bu
oksijen molekulindn reaktif olma 6zéiliyoktur ve bundan dolayi oksijen, geir
serbest radikallerle kolaylikla reaksiyona girerks{@en en son suya indirgenir.
Mitokondriyal elektron transport zinciri tarafindgerceklgtirilen bu sirecte, %1-2
oraninda molekuler oksijen kagameydana gelir. Bu oksijenin reduksiyonu ile
stiperoksit anyonu (®), hidrojen peroksit (kD.) ve hidroksil radikali (OH gibi
reaktif drinler agia cikar. Bu radikaller oksijenin toksik etkisiniergek nedenini
olustururlar [16], [17].

2.2 Antioksidanlar Hakkinda Genel Bilgi

Oksijeni bulan Priestley ve Scheele ile oksidasgtayini kefeden Lavoisierin de
onemle kabul ettiklersudur ki; molekiler oksijen tim aerobik organiznmalgn
blyuk 6nem tgkil eder fakat bunun yani sira bazi uygunstlar olustugunda
tehlikeli de olabilmektedir. Yani bilim adamlaringdére oksijen hem hayatin
kendisidir hem de yine ayni oksijen hayati yok belite[18]. Metabolizmadaki
elektron taima sistemleri her zaman muikemmegitter, bazi durumlarda oksijen
suya kadar indirgenemez ve ortami bu halde terk. €dksijen reaksiyonunu tam
olarak gerceklgirememitir ki bunu tamamlayabilmekgdimi ile her tarlt hicresel
maddeye g@lim gosterir ve hlcreye girerek cok tehlikeli ré&lkoksijen turlerini
olusturur. Hucresel maddeyesiBmden kasit elektron alip elektron verebilme ve b
durumlarda da negatif, pozitif ya da notr olabilrdes[19]. Oksijenin busekilde
davrangina kasillk metabolizma kendi antioksidan sistemini g@mistir.

Antioksidanlar, metabolizma veya yiyecekte sidki dersimde bulundgunda



oksidasyon olayini énemli 6lciide geciktirir veya blaya engel olur [20]Yine
bagka bir tanimla; lipid, protein, karbonhidrat ve teik asitler gibi yikseltgenebilir
bir substratla karlastirildiginda daha diiilk konsantrasyonlarda bulungluzaman o
substratin oksidasyonunu o6nemli 6lcide geciktinelefen maddeye antioksidan
denir [21].

Antioksidanlar radikal olgumunun sinirlandiriimasi, radikal reaksiyonlarisona
erdirilmesi, olgan radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasamholekuillerin
ortadan kaldirilmasindan sorumlu molekdllerdir. Ré¢aksijen turlerinin tretimi ve
¢esitli antioksidan  savunmalari  arasindaki  dengesizlikantioksidanlarin
yetersizlginden vel/veya reaktif oksijen tirlerin artan @lmundan cikan oksidatif

stresle sonuclanir [22].

Zincirleme reaksiyon teorine gore, oksijen ile cfiole olabilen madde oksijenle
birlesmekte ve busekilde meydana gelebilen etljtais peroksil radikal ve
molekilleri enerjilerini maddenin yukseltgenebileiizer molekullerine aktararak
besinlerdeki oksidasyon devam etmektedir [23]. ékdidanlar  bu zincir
reaksiyonunu kirici rol oynarlar. Yani bu Bilder aktivaston enerjisini kabul eder
fakat bu enerjiyi bgka molekule aktaramazlar. Bekilde bir antioksidan molekdiltin
araya girmesiyle otoksidasyonagraya bilen maddenin bir ¢ok molekilu

yukseltgenmekten kurtulabilir.

Antioksidanlarin etki mekanizmasiggmatik olarak gostermek gerekirse;

R + enerji> R* (R y& molekuli, R radikalik yaz molekuli)
R+0O — ROO

ROO + AH— ROOH + A veya RO+ AH — ROH + A
ROO + A" — ROOA

(AH: Antioksidan molekill, A Antioksidan Radikali)

Radikalik reaksiyon zincirini kirmalarn sirasend kendileri  yikseltgenerek
bozunan antioksidanlar bu olayl yikseltgenebilen addeler  oldgundan

gerceklatirirler. Bu nedenle antioksidanlar yalniz belstire icin yikseltgenebilen



maddeyi koruyabilir ve belirli  bir dg&erden sonra madde, ortagartlarinda
antioksidan yokmgivarsayip yikseltgenmeye devam eder [24].

Antioksidan tayin olcimlerinde bazi ayirmlara 6hemzerinde durulmasi gerekir:
Antioksidan kapasite ve antioksidan aktiviterirhlerinin tanimlari veslevleri
¢cogu zaman birbirleri yerine kullanilir fakat gek¢e anlamlar birbirlerinden
oldukca farkhidir. Antioksidan aktivite mevcutr bserbest radikale kghk gelen
tek bir antioksidanin hiz sabiti olarak kabdilie. Antioksidan kapasitesi ise
incelenen numune c¢Ozeltisi tarafindan supuriben.serbest radikalin moltndn

sayisal dgeridir.

Antioksidanlar  iki grupta siniflandirilirlar: Bncil  antioksidanlar;  yeni
oksidasyon zincirleri atan, yeni radikal dretiminin  hizini  gdirdrler.
Hidroperoksitleri indirgeyerek (glutatyon, peraez, katalaz gibi) veya
transisyon metal iyon katalizorlerini ayiraragiransferrin) etki edebilirler.
Ikincil antioksidanlar radikalleri dpudan tutarlar, bdylece oksidasyonun zincir
uzunluklarini azaltarak peroksidatif hasarinyiriesini sinirlarlar (E vitamini,
superoksit dismutaz gibi). Bazi metal kelatdgri da radikalik zincir
reaksiyonlarini katalizleyen gecimetallerini c¢ekerek ikincil antioksidan gibi

davranirlar [25].

2.3. Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Oksijenin hem yararlari hem de zararlari yukaritide edilmgtir. Aeroblarin
hayatta kalabilmelerinin sebebi ise, antioksidanvusana mekanizmalarinin
islemesidir.
» Antioksidan savunma mekanizmasigiuan etkenlegdyle siralanabilir:
» Superoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimbrbest radikalleri ve
diger reaktif turlerini katalitik olarak uzalgarirlar.
* Proteinler farkli mekanizmalarla biyomolekulleri si#tatif hasara kar
korurlar.
* Glutatyon, askorbik asit ve-tokoferol gibi kiiciik molekulli ajanlar reaktif
oksijen ve reaktif azot turlerini (ROT/RAT) supuien{26].
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2.4. Bazi Antioksidan Maddeler

Alfa tokoferol (E Vitamini): E vitamini alfa, betgyama ve delta tokoferolleri icerir.
Alfa tokoferol 6nemli bir antioksidandir ve gday, misir, dari, piring gibi tahillarda
fazla oranda bulunurilaveten cgitli yaglarda; aycicek y&, misirozi yai,
pamuky&inda, ceviz, badem ve yerfigtigibi kuru yemglerde ve yegil sebzelerde
bulunur. E vitamini istya dayanikhdir, béylecgipime gibi durumlarda bozunmaz.
E vitamini haricinde, farkh maddelerde bulunan dfgkoller ise ¢gu zaman
bozunabilir. Yg&da kizartma ve tahillaringatilmesi esnasinda E vitaminleri de
bozunacgindan, E vitamini iceren besinler gda kizartilmadan tiketilmeli, tahil

artnlerini ise kepekli olarak tiiketmek dahg&lddi olur

Beta-caroten (A Vitamini): Havug, 1spanak ve brolgibi yesil yaprakl sebzeler ile
kayisi ve seftali gibi meyvelerde fazlasiyla bulunur. Vicuttepolanarak A
vitaminine de dongitrilen kirmizimsi-turuncu bu pigment gicli biriaksidandir
Askorbik Asit (C Vitamini): Domates, yé yaprakli sebzeler (brokoli, iIspanak vb.)
turuncgiller ve patates gibi sebze ve meyvelerdeabbulunur. C vitamini ¢abuk
okside oldgundan pjirirken ve hazirlarken dikkat edilmeli, ihtiva edéesinlerin

hafif pisirilmeli, yenilebiliyorsa ¢g olmall ve cabuk tuketilmelidir [27].

Fenolik Maddeler: Bu ik kapsamlisekilde incelenecektir.

2.5. Fenolik Bilssikler

2.5.1. Fenolik bilgikler hakkinda genel bilgi

Fenolik bilesikler bir ya da daha cok fenolik grubun aromatiklkaga direkt

baglanmasiyla olgur.
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Sekil 2.1. : Fenol

Polifenoller birden fazla hidroksil grubun bir ya dlaha fazla benzen halkasina
baglanmasiyla olgur. Fenolik terimi ¢ok geri ve caitli bilesikleri kapsar,
gruplandinimasi da cok gdidir. Harborne ve Simmonds (1964) molekuldeki

karbon sayilarina goére bir siniflandirma yagimi

Tablo 2.2. Fenolik bilgklerin karbon sayilarina gore siniflandiriimasi

Yapisi Sinifi

Ce basit fenolikler

Ce-Cy fenolik asitler ve ilgili bilgkler

Ce-Co asetofenonlar ve fenilasetik asitler

Ce-Cs sinamik asitler, sinamil aldehitler
sinamil alkoller

Ce-C3 kumarinler, izokumarinler, chromene

Cis chalkone, aurone, dihidrochalkone

Cis flavan

Cis flavanone

Cis flavanonol

Cis antosiyanidinler

Cso biflavon

Ce-C1-Cg, C5-Cy-Cs benzofenonianthone, stilbene

Ce, C]_o, C14 qinone

Cis betasiyaninler
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2.5.2. Fenolik asitler ve aldehitler

Hidroksi benzoik asitler, bir fenole pla karboksil gruplari ve bunlarin

substituentleridir.

|
/\“‘;‘E{#ﬂxx
|

OH
Sekil 2.2. : Gallik asit (karboksil grup vardir)

HO OH

e

L"'\-\.
R:“‘“*r “~OCH,

OH
Sekil 2.3. : Vanilin (karboksil grubu yerine aldelgitubu vardir)

2.5.3. Sinamik asitler

6 genel sinamik asit vardir: Sinamik asit, p- kuikasit, kafeik asit, ferulik asit, 5-
hidroksiferulik asit ve sinapik asit. Bunlarin enigi tim bitkilerde bulunabilir.

o ~OH

S

Kr’ “SOH
oH
Sekil 2.4. : Kafeik asit
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Sinamik asitler bitkilerde genellikle qunic asijlamic asit ve tartarik asitin esterleri
seklinde bulunur. Orngn klorojenik asit; kafeik asit ve quinic asitintesdir.

.;|:.

C’fj\ﬁjfﬂ ,—*FH&

HO / ‘d> 1 /H\'GH
\\_{f

il OH
o E
OH

e

OH “oH
Sekil 2.5. : Klorojenik asit

2.5.4. Flavonoidler

Flavonoidler G-C3-Cg yapisindaki 15 karbonlu biilerdir. Flavonoidler genel yapi
itibariyle 3 buyuk sinifta toplanabilirler. Yapidaks grubu siniflandiriimay gar.
Bu siniflandirmasdyledir: Chalkone, aurone ve flavonoidg8]. Biz calsmamiz

geresi flavonoidleri kapsamli inceleceyegie.

Flavonoidler insan beslenmesinde yer alan bitkdeed cok bulunan fenolik yapili
bilesiklerdir. Kuersetin, kaempferol, gallik asit ve nogatin gibi gida kaynakl
flavonoidler, flavonoller ve fenolik bikgklerin antibakteriyel, antiviral, antialerjik ve
antioksidan gibi geni bir biyolojik yelpazesi vardir [29]. Flavonoidleftavan
cekirdeze bali dusik molekdl &irhikh polifenolik bilesiklerdir. Flavonoitlerin
biyokimyasal aktiviteleri kimyasal yapisina ve bapynin farkli varyasyonlarina
baghdir.

Yapisi fenolik halka ve furan halkalarindan ibaskgn flavonoidler, benzg-furan
turevleridir. Gidasal flavonoidler, hidroksil, mé&® ve glikozid yan gruplarinin
dizilimi ve A ile B halkalari arasindaki konjugasyo gore cgtlilik olu sturur. 6
karbonlu A, B ve C halkalarindan gan heterosiklik bilgikler, hetero halkanin
yukseltgenme derecesine gore farklihk gosterimmatik halkalar A ve B, hetero
halka ise C olarak tanimlanir. Karbon atomlari kdmndaki oksijenden kiayarak
numaralandirilirken, B halkasindaki karbon atomlaisst () rakamlarla

numaralandirilir. Yenilebilir bitkilerde flavonoielt en cok 3-O-glikozidleri ve
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polimerleri seklinde bulunur. Lipid peroksidasyonunu engellemeaktif oksijen
turlerini iceren biyolojik reaksiyonlari azaltmabginitelikleri vardir. Flavonoidlerin
glikozid birimleri cggunlukla glukoz olup bunun yani sira glukoramnozanmaz,
arabinoz ve galaktoz da bulunabilmektedir [30].vBleoidler, aromatik halkalara
bagli antioksidan aktivitelerini olgturan bir¢cok fenolik hidroksil gruplar icerirler
[31].

Sekil 2.6. : Flavonoidlerin genel yapisi

Flavonoidler bir asri gecen sire itibariyle bitkigggmentler diye bilinmektedir.
Polifenolik bilesiklerdir ve tim bitkilere d@lmis haldedir. In vitro ¢cabmalarda
serbest radikal yakalama 0Ozellikleri ve dolayisigiatioksidan oOzellikleri yonuyle
¢cok ve dikkatle cagtlan konu olmgtur. Son vyillarda yapilan camalar
flavonoidlerin oksidatif DNA zedelenmesini serbestdikal tutulmasi dinda

mekanizmalarla onlegini gostrmektedir [32].

Flavonoid tuketiminin artmasi ile koroner kalp lest gorilmesi arasinda ters bir
iliski vardir. (antioksidan ve antitrombotik etkilerifagli olarak) [33]. Japonya’da
yarutilen bir caymada flavonoid (quercetin, myricetin, kaempferol heolin)
aliminin artmasiyla plazma total kolesterol ve LIXolesterol konsantrasyonlarinin
azaldgl gorulmtir. Finlandiya’daki bir bgka calsmada ise quercetin’den zengin
elma ve span tuketimi artfinda kroner mortalite azalgolarak bulunmgtur
[34].

Halkalar arasindaki yapi farkhliklari flavonoidieiniflandirir [35].
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Flavonoid

Antoksantinler Antosiyaninler
« flavonoller  antosiyanin ve antosiyanidinler
« flavonlar
« flavonoller

* flavanonlar
« jzoflavonlar

flavonol
HO L&)
H ©
OH
flavanol 1zoflavon
OH
mﬁ; |
OH O
flavanon

Sekil 2.7. : Antoksantin Gyelerinin kimyasal yapilar

Flavonlarin heterosiklik halkalari bir keton grulbbmd En sik kaglasilan dgal
flavonlara kaemferol, kuersetin, myricetin drnetilebilir [28].
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Sekil 2.8. : a), b), c) : kaempferol, kuersetin, rogtin

Kuersetin flavonoidlerin en énemli bgigi olup, bitkilerde yaygin olarak bulunan
fenolik bilesendir. Sgan, salatalik, brokoli, domates, cay, kirmgarap, yemiler,
zeytin y&1 ve elma kabgunda bol miktarda bulunur. Mirisetin kizilcik, Gzive
kirmizi sarapta mevcuttur. Kaemferol ise pirasa, brokoliyuhagreyfurt ve siyah

cayda bululnuf36].

Flavonun dihidroksi tdrevi flavanon‘dur. En yaygalarak naringenin, naringin,
hesperidin ve hesperetin 6rnek verilebilir. Flaaam izomeri olan izoflavonlarizse
genistein, daidzein ve bunlarin glikozidleri olamngstin ve daidzin 6rnektir.
Flavonollerin C halkasinda bulunan cifteghaoksijen atomunun yerine -Cigrubu
baglandginda flavanololusur. Flavanoller, flavonlarin indirgenstirevieridir. En

onemlileri katgin ve epikatgin‘dir [37].
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2.6.Calisilan Saqzansi Bitkilerin Ozellikleri
(Ysil sogan, pirasa, ciris)

Tam dinya ulkelerinde olgw gibi Turkiyede‘de bitkilerin tibbi acidan onlemnile
arsstirilmaktadir ve bu bitkiler birgcok hastga care olarak galiriimektedir. Dinya
Salik Teskilati (WHO) kayitlarina gore 20.000 tibbi bitki reuttur [38].

Saozansi bitkilerden olan gan ve pirasa Allium tartaddr. Bu turler cok yillile v
yumru govdeli olup, sgangillerde mevcut karakteristik koku ve tat veremyasal
bilesikleri Uretirler [39]. Sazan; Allium Cepa L ve pirasaAllium Porrum L olarak
isimlendirilir [4Q].

Sazanin 6000 yil dnce Orta Asya’nin en 6nemli yiyeaak tibbi bitkisi oldgu
bilinmektedir. Eski misirlarda ganin mumyalamada saklama maddesi olarak
kullanildig! bilinir. Sporcularin kani temizlemek ve kan @kl hizlandirmak amaci
ile sazan tukettikleri bilinir. Allium cepa L. antimikrolgal (enfeksiyon 6nleyici),
antispazmodik (diz kaslarin kasilmasini onleyianticholesterolemic (kolesterol
Onleyici/disuricu), hipotansif (tansiyon diirtict), hipoglisemik (kansekeri
dUsUrlcu), antiasthmatic (astim ndbetlerini Onleyic@ntikanser ve antioksidan

Ozelliklere sahip oldgu bildirilmistir [11].

Sekil 2.9. : yeil sogan

Gunumuzde sgansi bitkilerin yeime alani ¢cok gesiir. Bu familyaya ait bitkileri
yetistiren Ulkeler siralamasi; ABD, Cin, Rusya, Hindistaurkiye,ispanya’dif41].
Saozansi bitkiler; flavonoidler ve alk(en)il sisteinlfiksidler olmak Uzere laca 2

grupta toplanan bikgkleri icerir. S@anlarda flavonoidlerin 3aica iki 6nemli grubu
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bulunur. Bunlar flavonoidler ve antisiyaninlerdilavonlar bir karbonil grubu iceren
fenolik bilesiklerdir, 3 hidroksil ilavesiyle flavonoller okuwr. Sg@anda bulunan
flavonoller ¢cgunlikla s@an i¢ kabuklarinin sari-krem renk almasinglaa Beyaz
sggan ve pirasada flavonoller bulunmaz,ggokirmizi sganin dg kabuklarinda
bulunur. Sganda kuersetin bol miktarda bulunur ve kuersetimamli glevlerinden

biri olan metabolizmay! hizlandirmak enstza gelen ve en 6nemlisidir. Boylece
sgganla beslenmek vicudunuzdaki glar yakar ve toksinleri atmamizi
sgzlamaktadir. Flavonoid tiketiminin kalp-damar hagtal azalttgl kaydedilmstir.
Japonya’da yapilan bir catnada kuersetin aliminin artmasiyla plazma toplam

kolesterol ve LDL-kolesterol darmlerinin azaldgl gorulmuatar [14].

Saozanin tum dianyada kabuk renklerine gore yaygin klbsyaz, kirmizi, sari olarak
farkli tdrleri bulunur. Bunlar toprak altin da yumrolwturmadan once de
tuketilebilirler [36]. S@an yapisinda % 90 su, % 8 glikoz ve sakkaroziarseker
vardir. Diger maddeler ise protein, kalsiyum, sulfur, floroytamin A, B, ve C,
vitaminleridir. S@an; Asya, Avrupa ve Latin Amerika toplumlarindabilamaclarla

yara ve iltihaplarda, Ulserlerde,gdk alginliklarinda kullanilir.

Sazgan her mevsimde yatiriimektedir ve de istenilginde  toprak altinda
bekletilerek gelimesi s@lanir ve hasat sonrasi uygun ortamda kurutulargmani
arttirthr [42].

Pirasa, Allium porrum olarak da bilinir, &n ve sarimsak gibi allium cinsidir. Pirasa
cesitleri vardir. En yaygini hasat icin olan yaz passlir. Yaz pirasasi daha kuguktir
ve daha guclu aromalidir. Genel olarak sonbahamdba yetgtiriimeye bglanir,
sonbahar ortalarinda hasat edilir, genellikle tazkleyken yenir ya da yemeklerde
kullanihr [43]. 1k olarak Akdeniz kiyisindaki corak veyagagsizlandiriimy
sahalarda ortaya cikgnioldugu beklenir. GUnimuz pirasasiyla alakadar olan bu
yabani pirasa "opium" a benzeyen gtyoucu bir madde olan "lactucarium”
icermekteydi. Romalilar, uykuyu kolagtamasi icin pirasayl yemeklerin sonunda

yiyerek, bitkinin bu 6zelfiinden faydalandilar.
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Sekil 2.10. : pirasa

Pirasanin tum kisimlariyla yapilan analizlere ggapisindaki bazi maddeler ve
miktarlarisOyledir: 100 graminda 61 kcal, 3,%eker, 1,8 g lif, 83 g su, 0,3 §a1,5

g protein, 12 mg C vitamini, 0,92 mg E vitamini, B8 kalsiyum, 2,1 mg demir, 28
mg magnezyum, 180 mg potasyum, 20 mg sodyum, OglL@imko [44].

Ciris  (Asphodelus Ramosus Diger isimleri sari zambak, sar ciri olarak bilinir.
Latince adi : Asphodelus Ramosus, familyasiiliadeae olup dall ¢isiotu olarak
da bilinen cok yillik bitkidir. Deniz seviyesindgraklasik 1300 metre yukseklikte
yetisir ve ¢icek agma donemi yuksekdi bali olarak marttan — hazirana kadar
devam eder, tiiketimi ise yine nisandan yaz ortadadek surer. Ulkemizde yaygin

olarak Marmara, Ege, Akdeniz Bolgelerinde ylkselg) i@ alanlarda yesir [45].

Sekil 2.11.Cicekli, toprak Ustii kisim Sekil 2.12.Toplandiktan sonraki toprak st kisimlari
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Bilinen bilesimi; yumrulari ngasta, inulin ve aci madde icerirken toprak Ustinkus
bugiine dek detayli bir cgina mevcut dgldir. Fakat yine de burada da inulin ve

buna ek olarak flovonoid ve ucucugyigerdigi bilinmektedir [46].

Cirisin toprak dstu kisimlarinin tamami ve yumrularifomgok rahatsizfia iyi

geldigi gozlemlenmgtir. Bunlar siralanirsa; bayanlarda regli donetehleyici, sut
arttirici, kas grilari giderici, basuru ve iltihapli @asak hastaliklarini giderici
oldugu ifade edilir. Ayrica yumrulari cilde surllerekigte, ¢iban, frengi yaralari ve

sac kiran hastgina iyi geldgi goralmusttr [47].

2.7. Antioksidan Aktivite Tayin Metotlari

Bilimsel yayinlar incelengiinde antioksidan aktivetinin tanimlanmasindssitiie
terimlerler kagilasilir. Bunlar toplam antioksidan “kapasite”, “aktief veya “gu¢”
gibi tanimlardir. Antioksidan maddeyi belirlemeki@al kullanilan tek bir analiz
yontemi o yontemin 6zel kallarina bgli olarak reaksiyon gosteregiaden, bu
reaksiyon sonucunu analiz edilen difime“toplam antioksidan aktivitesidir’ diye
genellemek yaniltici olacaktir. Bunun yeringQd giderme aktivitesi, demir iyonu
indirgeme aktivitesi gibi 6zel terimler kullaniimagnerilir [48]. Her metotla elde
edilen sonuclar arasinda paralelllik s6z konuysaggin “antioksidan aktivitesine”

ait genel bir yorum yapilabilir.

Antioksidan aktivite tayin metotlari siniflandibliéir, calisma kapsami gege ET

(elektron transferine) dayali metotlari ayrintceleyecgiz:

ET temeline dayall metotlar; antioksidan madd& FeBTS" gibi oksidan tarafindan
yikseltgenerek 1 elektron antioksidandan oksidamaster olur, bu olay oksidanin
renk degisimini saglar ve UV/VIS ile absorbans dsimi olculir. Absorbans
Olcimundeki dgsim antioksidan madde konsantrasyonu ile orantili8u temele

dayali metotlar;

. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolikadde tayini
. Troloks edegeri antioksidan kapasite 6lctimi (TEAC)
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CUPRAC (Bakir(Il)indirgeyici Antioksidan Kapasite) Ydéntemi
. DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel’titg yontemi [49].

Antioksidan kapasitesi belirlemek adina incelenem bitkideki antioksidan
maddelerin molekuiler farklgi, yukaridaki yontemlerin sonuclar ile paralellik
gostermesini engelleyebilir. Yani tek bir yontenrmégin antioksidan kapasitesini
vermeyebilir. Bitkilerin antioksidan aktivitesi sk metota son derece galir,
bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleile bitkilerin antioksidan
aktivitesi arasinda tam bir paralellik olmayabjs0, 51, 52].

2.7.1. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam £nolik madde tayini

Bu yontem farkli uygulayicilar tarafindan sureldligtiriimi s ve modifiye edilmgtir.
Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veyaFolin-Denis reaktifi)
fosfomolibdat ve fosfotungstat keumi bir reaktif olup fenolik ve polifenolik

antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullani[3].

Bu yontem suda ve organik ¢dzgenlerde ¢ozinofdn fenolik yapidaki bikgklerin
Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile alkali (bazik)rtamda renkli kompleks (saridan
maviye dongim) oluturmasi esasina dayanir. @dn renkli kompleks (mavi renkli)
750-760 nm dolaylarinda maksimum absorbans veudry@temde elektron trasferi
s6z konusudur ki elektron alkali ortamda bir fekdtilesik olan fosfomolibdic /
fosfotungistic asit kompleksine transfer olur. FCRy’, C-vitamini gibi fenolik
olmayan bilgikler tarafindan da indirgenebilgi icin fenolik bilesiklere spesifik
desildir. Ancak fenolik bilgikler sadece bazikartlar altinda (metotta pHLO igin
karbonat ¢ozeltisi kullanilir) FCR ile reaksiyonriveBu metot test edilen 6rgm,
reaktifin oksidasyonunu inhibe etmesi igin gerehkiktarini dlcer [54]. FCR reaktifin
ila¢c analizinde [55], idrar gibi biyolojik 6rneklée [56], gidasal Urinlerde [57],
fenolik bilesik dizeyi veya indirgeme kapasitesi analizleri ighmodifiye edilmi

uygulamalar vardir [58].



22

2.7.2. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayni

Metot, antioksidanlarin serbest radikalini giderkapasitesini belirleyen, pratik ve
guvenirliligi yiksek olan bir yéntemdir. DPPH (1,1-difenil-2hidrazil) kararli
yapida bir azot radikalidir, ticari olarak mevcuttve stabil radikallerden biridir.
Fenolik yapidaki antioksidan maddelerin aktivitelemcelemek adina kullanilan ilk
sentetik antioksidanlardan biridir. DPPH’In etarekid¢ozeltisi mor renklidir ve 517
nm’'de absorbansi 6lculir. DPPH c¢oOzeltisine antidsiarin ilave edilmesiyle,
antioksidan tarafindan indirgenir solarak c¢Ozeftimengi sariya dgru kayar, bu
yuzden reaksiyonun ilerleyi spektrofotometre ile izlenir. DPPH’in renginin
solmasi antioksidan konsantrasyonu ile oranti[@Bt. DPPH ve antioksidan madde
arasindaki reaksiyopekil 2.7.1’ de verilmgtir [60]:
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Sekil 2.13. DPPH Molekulinun Antioksidan Madde Reaksiyonu

DPPH yontemi teknik olarak basittir fakat dezavdata da vardir. Birgok
antioksidan bilgik peroksil radikalleri ile ¢ok hizli tepkime verktedir, fakat
DPPH ile tepkimeleri yawir. Ornesin askorbik asit ile 1,15 dakika ve rutin ile 103
dakikada tepkime vermektedir. Sonu¢ olarak antodksi kapasitenin/aktivitenin
dogru bir sekilde ifade edilemedi dusundlebilir. Ayrica, DPPH ile antioksidan
madde arasindaki reaksiyon kigatin DPPH degimi ile her zaman dgrusallik
gostermedii de bilinmektedir [61], [62]. Bu sebeple antiokaid aktivite tayini

yapilirken dger metotlarla da desteklenmesi 6nerilir.
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2.7.3. Bakir(ll) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini (CUPRAC)

Sistem; bakir(ll)-neokuproin kompleksinin ortama tiaksidan c¢ozeltisi ilave
edilmesi sonucunda bakir(l)-neokuproin’e indirgesmesasina dayanir. Analiz

sonuglari iginde antioksidan bulunmayan bir refesakagi 450 nm’'de absorbans

®
deserlerinin dlculmesiyle elde edilir [63]. Elde ediletest sonuclari Troloks

esdegeri antioksidan kapasite cinsinden, TEAfGrac Olarak ifade edildi.

Bu yontem daha sonra kuprik iyonu indirgeme potgisilciimek suretiyle bitki
ekstrelerinde ve insan serumunda total antiokslkdgasite tayini icin gediiriimis
ve bakir iyonu indirgeme antioksidan kapasitesipi@ulon Reducing Antioxidant
Capacity:CUPRAC) olarak isimlendirilgtir [63]. Yeni gelstirlien CUPRAC
yonteminde kullanilan kromojenik oksidasyon reakbifan bis(neokuproin) Cu(ll)
klorir ile antioksidan polifenol arasindaki reaksiy gagidaki gibi
gerceklgmektedir:

2n Cu(Nc) ?* + Ar(OH), —  2n Cu(Ne) + Ar(O)n +2n H

Bu reaksiyonda, Ar(O)n hidroksi grubu iceren angidian polifenolden okan

kinonu ifade etmektedir. Tepkime sonunda iki protaga ¢ikmakta ve Ar(OH)n
yapisinda bulunan hidroksil grubu kinon formuna igémektedir. Cu(ll)-Nc ise 450
nm’de maksimum absorbans vergmdetli renk olgumuyla birlikte Cu(l)-Nc
kelatina dongmektedir. Bu reaksiyonda, n-OH grubu iceren antads karakterli
bilesikler, 2n-e dono6ri olarak hareket etmektedir [$88)].

2.7.4. Superoksit anyon radikali giderim aktivitesiyontemi

Bu ybntem pH=8e ayarlangitampon ortaminda nikotinamitadenindintkleotit
(NADH) ile fenazinmetasulfat (PMS) arasindaki tep&i sonucu aga cikan

stperoksit anyon radikalinin ¢0), nitroblutetrazolyum (NBT) boyasinin rengini
gidermesine dayanir. Stuperoksit, NBT ile reaksiygindiginde 6nce monoformazon
sonra diformazon okur. NBT boyasi 560 nm dalga boyunda maksimum alas@rb

vermezken diformazon bu dalga boyunda yiksek abssrkermektedirSekil 2.4).



24

Antioksidanlar olgan Qi gidererek NBT boyasinin 560 nm’deki absorbanaind
azalma sglarlar. Absorbanstaki giisiin fazla olmasi antioksidanin,Q c¢ok iyi

giderdigini gbstermektedir [64].
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Sekil 2.14.: NBT’ den diformazon ojumu

Antioksidan aktivite hakkinda yapilan gahalarin bir kismina yer verilginde su

kaynaklar siralanabilir:

Knekt ve ark., 1996’ a gore ganlar buyik miktarda flavonoid kaygair [65]. Ug
cesit soganin etil asetat ekstraksiyonlarinin toplam fenel toplam flavonoid
miktarlari verilmgtir. Toplam fenol miktarlari beyaz §an 115%4, kirmizi sgan
133+7, sarn sganin ki ise 10715 olup sonuglar kafeik asitelegerdir. Toplam
flavonoid deerleri ise myricetine ggleger olup, ayni sirayla 0,4+12; 0,511 ve 0,212
seklindedir [66].

Baska bir calgmada ise ygl soganin dg, orta ve i¢c kisimlari MeOH:Su (1:1)

karisiminda ayri ayri analiz edilerek, sonugayle ifade edilir: mg/ g gallik asitese
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deger toplam fenolik madde miktari sonuglaris®isim: 13,4; Orta kisim: 9,5 e
kisim: 7,2 iken ygl soganin HPLC analiz sonuclagdyledir:

Dis kisim: gallik asit miktari 29,5ug/gram kuru airhk, kuarsetin miktari 299
ug/gram kuru girlik ve kaemferol miktari 15,8g/gram kuru girlik.

Orta kisim: gallik asit miktarn 21,@g/gram kuru girlik, kuarsetin miktari 45,3
ug/gram kuru girlik ve kaemferol miktari 6,4g/gram kuru girlik.

I¢ kisim: gallik asit miktar1 9,8g/gram kuru girlik, kuarsetin miktarr 17,3g/gram
kuru girhk ve kaemferol miktari 5,8g/gram kuru girlik [67].

Farkli bir calsmada ceitli sogan tirlerinin Cuprac analiz sonugclari kirmizgao saf
su icinde 1,84x 16 ve etanol icinde 6,25x T taze yeil sogan yaprak kisminin su
icinde 8,54x 10 ve etanol icinde 7,06x T0deserinde olup sonuclar mmol
kuersetin/gram yasgzan ekstrakti olarak verilgtir. Ayni calsmaya goére folin
ybntemi ile toplam fenol tayini sonuclari kirmingan saf su icinde 2,35x fOve
etanol icinde 3,26x 1¥) taze yeil sogan yaprak kisminin su icinde 3,01x>10e
etanol icinde 2,24x Id deserinde olup sonuclar mmol kuersetin/grams yasan

ekstrakti olarak verilngtir [14].

Baska bir calgmada; dereotu toplam fenolik maddegederi su ekstraktinda
3,12+0,06 mg GAE/g taze bitki [68], metanol ekstrata 12,5+ 0,3 mg GAE/g
kurutulmu bitki [69], dereotu tohumunun su ekstaktinda 238§ rkatgol/g
kurutulmus bitki, etanol ekstraktinda 246 mg kgikg kurutulmy bitki, tere
tohumunun metanol ekstraktinda 0,159 GAE/100g kilmuss bitki [70]

deserlerindeki verilere rastlanstir.

Miliauskas ve ark. bazi aromatik bitki ekstraktgau yaptiklari caymada aseton,
metanol ve etil asetat ekstraktlari arasinda DPB#ikali gidermede en etkili
ekstraktin metanol ekstrakti oglunu bildirerek, antiradikalik aktiviteyi TFC iceii

ile iliskilendirmislerdir [71]. Benzersekilde Shon ve ark. sicak su ve metanol
ekstraktlarinin bitanol, etil asetat ve kloroforiksteaktlarindan daha iyi DPPH
radikal giderdgini bildirmislerdir [72].



BOLUM 3. DENEYSEL CALI SMALAR

3.1. Kullanilan Arag-Gereg ve Kimyasal Maddeler
3.1.1. Bitkisel materyal

Deneylerde kullanilan bitkilerden pirasa vegiysogan Adapazari semt pazarlarindan

satin alinirken, cigiAkyaz! ilcesi kapali pazarindan satin aligtnni
3.1.2. Kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan tim kimyasal maddeler analikalitededir. YUksek
Performansli  Sivi Kromatografisi analizlerinde HPlkalitesinde c¢o6zlculer ve
standart maddeler kullanilgtir. Tim deneylerde kullanilan su ise bidistile sud
Gallik asit (GA), vanillik asit (VA), kafeik asit GA), klorogenik asit (ChA),
naringin, kuarsetin (QE), kaemferol (CP), metaasktikasit, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Germany) ve Merck (Darmstadt, Germany) fian@dan temin edilngiir.
Folin-Ciocalteu’s phenol reaktifi, sodyum karbomdérck (Darmstadt, Germany)

firmasindan temin edilngiir.
3.1.3. Kullanilan aletler

HPLC calsmalari icin bir Samsung Computer'e, FCM gugc kayna bali, SIL-20A
HT Prominence Auto Sampler, SPD-M20A Prominence Daddektor, LC-20 AD
Prominence Liquid Chromatography, DGU-20 A5 Promoedegazer, CTO-10AS
VP Kolon firlnindan ve LC Solution programindan salad SHIMADZU marka
HPLC sistemi kullanilngtir.
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Batin bu cihazlarin yani sira, buzdolabi (Arcelikpssas terazi (AND GR-200),
vorteks kangtrici (Votex 2 GENIE), vakum pompasi (Rocker 30@%5 um seliloz

nitrat membran filtre (Sartorius Stedim Biotechkimpetre (HANNA), santrifd

(nGve-NF200, ROTINA 420-Hettich), otomatik pipet I@BHIT PROLINE), etlv

(ndve-FN 120), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorekdx32 mm 2 mL silikon

septum kapakl autosampler cam vial kiti (NatioBalentific CERT4000), Inertsil
ODS-2 GL Sciences Inc. pm (4,6x250 mm),;sC ters-faz kolonu ve plastik vial
filtreleri (CHROMACOL) kullaniimstir.

3.2. Kullanilan Ana Co6zeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Toplam fenolik madde miktari tayininde kulanilan ¢ozeltiler

%20’lik Na,COs ¢Ozeltisinin hazirlanmasi: 20 g §&E0; 100 mL saf su igerisinde

cozalda.

%10’'luk Folin-Ciocalteu reaktifinin hazirlanmasiO InL FCR 100 mL saf su
icerisinde ¢ozuldu.

3.2.2. Toplam flavonoid madde miktari tayininde kulanilan ¢ozeltiler
% 10’luk Aliminyum nitrat ¢ozeltisinin hazirlanmagi7,6 g AI(NQ)s.9H,O 100

mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonizeu ile ¢oézuldi. Cozinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun haet@mamlandi.

1 M Sodyum asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 13@HCOONa.3HO 100 mL'lik
balon jojeye koyuldu ve bir miktar deiyonize su ilgozuldi. Co6zinme

tamamlandiktan sonra deiyonize su ile balonun haet@mamlandi.

3.2.3. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonmeminde Kullanilan

Cozelti

0.1 mM DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tarak 100 mL etil alkolde
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¢cozalda.

3.2.4. Bakir(ll) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini (CUPRAC)

Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

0.01 M’lik CuCk ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 67,25 mg Cp@lindi ve 50 ml destile

suda ¢ozuldu.

7,5x10° M'lik etanolik neokuprin ¢ozeltisinin hazirlanma8 mg Neokuprin alindi
ve 50 m| etanolde ¢ozuldu.

1 M'lik CH3COONH, tamponunun hazirlanmasi (pH: 6,5): 7,7 g3CBONH,
alindi ve 80 ml saf suda cozuldiu, pH-metre ile pid;§’e ayarlandi ve toplam hacim
100 ml'ye saf su ile tamamlandi.

3.2.5. Superoksit anyon radikali giderim aktivitesiyénteminde kullanilan

cozeltiler

16 mM pH: 8 Tris-HCI tamponunun hazirlanmasi: 0898 Tris bir miktar suda
¢cozildukten sonra 0.1 M’k HCI ile pH metre kullewrak pH'I 8’e getirildi. Son
hacmi 100 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

78 uM NADH co6zeltisinin hazirlanmasi: 5,6 mg NADH tdatak 100 mL Tris- HCI
tamponunda (16 mM, pH=8) co6zuldu.

10 uM PMS cOzeltisinin hazirlanmasi: 6,1 mg PMS taréika10 mL Tris-HCI
tamponu (16 mM, pH=8) ile c¢6zlldi. Bu cozeltiden pD alinarak Tris-HCI

tamponu ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

50 uM NBT c¢o0zeltisinin hazirlanmasi: 4,1 mg NBT tantdl 100 mL Tris-HCI
tamponunda (16 mM, pH=8) ¢6zuldu.
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3.2.6. HO; giderme aktivitesinin yonteminde kullanilan ¢ozelier

0.1 M fosfat tampon (pH=7.4) ¢6zeltisinin hazirlanmds:61 g/L KBPO, ve
17.80 g/L NaHPOy.2H,O c¢oOzeltilerinin pH=7.4 olacaksekilde (yaklgaik 1:4

oraninda) kastiriimasi ile hazirlandi.

40 mM HO, ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.41 mL,®: otomatik pipetle cekilerek,
balon jojede 0.1 M fosfat tamponu (pH=7.4) ile 100'ye tamamlandi.

3.3. Deneysel Cagma

Bu boélimde ygl sogan @llium Cepa L), pirasa Allium Porrum L) ve cirsin
(Asphodelus Ramosusprakistiu kisimlari Gzerinde yapilan ekstraksiybemleri
ve ekstrelerde yapilan antioksidan aktivite gahlari hakkinda bilgi verilmektedir.

3.3.1. Bitkilerin ekstraksiyon asamasi

Bitkisel materyaller ortalama 35 °C ve 65 °C olnialere etlvde iki ayri sicaklikta
kurutulduktan sonra dwayici ile iri toz haline getirildi. Bitki:czucirani 1:20
olarak ¢ozuculeri eklendi ve 8 saat calkantili amymsunda 250 rpm’de ekstrakte
edildi. Cozucl olarak metanol, su, metanol:su (1)l asetat kullanildi. Sire
sonunda ¢ozelti Whatman tipi siizge@iklndan stzuldi. Stzuntilerin evaparatdrde
40 °C sicaklikta ¢ozuculeri uguruldu, kalan katiddenin tartimi alinarak stok
cozeltiler hazirlandi. Bu stok cozeltiler de 500@mr ‘de 15er dakika

santrifijlenerek, cokeltilerinden ayrilip buzluldaklandi.

Stok c¢Ozeltilerin  hazirlanmasinda istenen hacme amalaimalar etil asetat

ekstraktlarinin timinde metanol ilg€lilerinde ise ultra saf su ile yapildi.
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3.4. Uygulanan Ydntemler ve Kalibrasyon Grafiklerinin Cizimi

3.4.1. Folin yontemiyle toplam fenolik madde tayini

Ekstreler icerisindeki toplam fenol miktar FolineCaltaeu yontemine gbre
yapiimstir [73]. ve etil asetat ekstraktlari haricinde iggn butin 6rnekler ve
standart olarak kullanilan gallik asit cozeltiledtra saf su icinde hazirlandi. Etil
asetat ekstraktlarinin  ¢ozeltileri metanol ile Hamdi. Standart grafin
hazirlanmasinda bir fenolik madde olan gallik asindardi kullanildi. Gallik asitin
farkli konsantrasyonlari hazirlandi (0,05-0,50 migym750 nm'deki absorbans
deserleri y-ekseninde ve konsantrasyorgelderi ise x-ekseninde gdosterilerek bir
standart cajma grafgi hazirlandi. Elde edilen standart gala grafginde absorbans
konsantrasyonla gou orantili olup, elde edilen @gou denklemi y=4,3459x + 0,0559
olarak tespit edildi. Standart grgéi gore tum bitki ekstraktlarindaki toplam fenolik

madde mg gallik asit/g ekstre olarak hesaplandi.

0.5 ml 6rnek, 2.5 ml Folin Ciocaltaeu reaktifi (94L&, h/h, suda) ve 7.5 ml sodyum
karbonat cozeltisi (%20'lik, a/h, suda) deney tipukargtirilarak 2 saat oda
sicaklginda bekletildi. Ayni glem gallik asite de uygulandi. Stre sonunda numune
ve standart coOzeltilerin absorbanslari UV Spektafeetresinde 750 nm’de

okutuldu.
2
1.8
= 16 e
E 14 /
:3 1.2 / v =4,3450:¢+(0,0559
z 1
,E 0.8 //‘/
g 00 [
3 04 P
0.2 /
04
0 0.1 0.2 03 0.4 0.5
Gallik asit kensantrasyonu (img/mL)

Sekil 3.1. Toplam fenolik madde tayininde standddrak kullanilan gallik asitin kalibrasyorgmsi
(R2=0,9938)
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3.4.2. Ekstraktlarin toplam flavonoid madde tayinlei

Bitki ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlari kisetine gdeger olarak aliminyum
nitrat yontemi ile belirlendi [74]. Y6ntem modifiyedilerek kullanildi. Toplam
flavonoid madde tayini icin 10 mg/ml konsantrasyodaki bitki ekstraktlarinin her
birinden 500 ul alinarak tzerlerine 0,1 ml sodyum asetat eklgnmil dakika sonra
da 0,1 ml %10’luk (w/v) AI(NQ); ilave edilerek calkalandilar. Daha sonra %96’lik
(v/v) etanol ile hacimleri 5 ml'ye tamamlandi. Oslaaklginda 40 dakika bekletilen
karisimlarin absorbans derleri 450 nm dalga boyunda 6l¢uldid. Toplam flavidno
madde icefii mg kuarsetin gegeri (QE)/gram ekstrakt olarak ifade editm.

Analizler buttiin denemelerde iki tekrarl olarak yapstir.

Toplam flavonoid madde analizinde standart olarakargetin kullanilmtir.
Kalibrasyon grisinin olusturulmasi igin 12,6 mg kuarsetin, 25 ml'lik bir baljojede
15 ml etanol ile ¢oézilduruligive hacmi etanol ile 25 ml'ye tamamlargtm. Bu
cOzeltiden sirasi ile 25, 50, 75, 100, 150 ve gba@linarak %96’lik (v/v) etanol ile
hacimleri 4,8 ml'ye tamamlangtir. Cozeltilerin tGzerlerine 0,1 ml sodyum asetat
eklenmg ve 1 dakika sonra da 0,1 ml %10’luk (w/v) Al(N ilave edilerek
calkalanmglardir. Elde edilen kagimlar 30 dakika oda sicaklnda ve karanlikta
bekletildikten sonra okan mavi rengin absorbansgdei 415 nm dalga boyunda UV

spektrofotometresi ile dl¢ulngtur.

18
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Sekil 3.2: Toplam flavonoid madde tayininde standdarak kullanilan kuarsetinin kalibrasyogrisi
(R? =0,9969)
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3.4.3. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayni

Bitki ekstrelerinin ve standart maddelerin serlyadikali giderim aktiviteleri DPPH
serbest radikali kullanilarak belirlendi [60]. Stamt olarak troloks ve BHT
kullanildi. 50 ug ile 1000ug arasinda dgsen konsantrasyonlardaki 1 mL 6rnek
iceren drneklerin Gzerine DPPH ¢o6zeltisinden 4 falza edildi. Kontrol olarak 1 mL
metanol kullanildi. Oda sicaglinda 30 dk inkibasyondan sonra 517 nm’'de
absorbanslari 6lcildi. Orneklerin absorbangederi kontrole kay deserlendirildi.

Serbest radikal giderim aktivitesiagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

. AKontroI - AOrnek
DPPH Giderim Aktivitesi (¥dnhibisyon) = x 100
AKontroI

Axontrol Kontrollin absorbansib\smex Ornesin absorbansidir.

Konsantrasyon asllyla absorbansin dihesi beklenir. Clnkl azalan absorbans
geriye kalan DPPH;6zeltisi miktarini yani serbest radikal giderintiailtesini verir.

3.4.4. Bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini (CUPRAC)

Bakir(ll) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini Guglial, (2006),'e gére
yapildi [75]. 0,01M CuClI2, 7,5xIDM neokuproin cOzeltileri ve 1M amonyum
asetat tamponundan (pH: 7) 1’er mL alindi. Uzerso®m hacim 4.1 mL olacak
sekilde, 600uL ekstre ¢ozeltisi ve 50QL ekstre ¢cdzgeninden ilave edilip iyice
calkalandi. Tupler oda sicagkinda &z1 kapali olarak 30 dakika bekletilip 450 nm’'de
absorbans okundu. Standart olarak BHT, Troloks wét&@mini kullanildi. Troloks
icin elde edilen gragin egimi ile 6rnekler icin elde edilen @oularin eimleri
oranlanarak CUPRAC aktivitesi TEAGrrac Olarak ifade edildi.
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Absorbans (450 nm)
¢
\

0] 0,02 0,04 0,06 0 0= 01 (L e

Troloks (mg/mL)

Sekil 3.3: Troloksun kalibrasyorggisi (R? =0,9979)

3.4.5. Superoksit anyon radikali giderim aktivitesiyontemi

Bitki ekstrelerinin ve standart maddelerin slUpeitokanyon radikali giderim

aktiviteleri NADH-PMS-NBT yontemine gore belirlenfb4]. Standart olarak BHT
ve askorbik asit kullanildi. Bu yontemde 1006 1 mL 6rnek iceren ¢ozeltilerin
Uzerine sirasiyla 1 mL Tris tamponundan, 1 mL NADi¢ 1 mL NBT

cozeltilerinden konuldu. Reaksiyon 1 mL PMS’ninvéai ile balatildi. 1 mL

metanol kontrol olarak kullanildi. 5 dk sonra kanin 560 nm’de absorbansi
olculdu. Orneklerin absorbans geleri kontrole kan degerlendirildi. Siiperoksit
anyon radikali giderim aktivitessagidaki sitlik kullanilarak hesaplandi:

A Kontrol- A Ornek
O, ~ Giderim Aktivitesi (%inhibisyon) = x 100
A Kontrol

3.4.6. HO, giderme aktivitesinin tayini

Bitki ekstraktlarin hidrojen peroksit giderme yetginRuch ve ark. metoduna gore
calisildi (Ruch vd., 1989), [76]. Bu yontemde, reaksiyaiamina eklenen belirli
miktardaki hidrojen peroksit ¢ozeltisinin bitki ekaktl tarafindan yikilmasi 230

nm’deki absorbans @eimiyle izlenir.
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Degisik konsantrasyonlarda bitki ekstraktlari (50- 5mL) ve standart ¢ozeltileri
hazirlandi. Standart reaktif olarak BHT ve C vitamikullanildi. Calgmalar
denenerek 100ug/mL dersiminde hesaplamalar yapildi. Numune ve standart
cozeltilerin her birinin 1 mL’sine 2,4 mL fosfatngoonu (0,1 M pH=7,4) ve 0,6 mL
40 mM HO, coOzeltisi eklendi. Ayrica her bir 6rnek igin ayayri 1 mL bitki
numunesi ve 3 mL fosfat tamponundansalu ve HO, icermeyen numune karleri
hazirlandi. Kontrol olarak 3,4 mL fosfat tamponuG;6 mL 40 mM HO, ¢ozeltisi
hazirlandi. Tupler vortekslenerek, oda sikitarinda, karanlkta, 30 dakika
inkiibasyondan sonra 230 nm’de cam kivetde absddvariculdl. Aagidaki
denklem kullanilarak 6rneklerinJ®, giderme aktivitesi hakkinda bilgi edinildi.

230 nm’de 6rnek absorlbans
% HO, Giderme Aktivitesi = 1- x 100
230 nm’de kontrol absorbian

3.4.7. Yuksek performansh sivi kromatografisi (HPIC) ile fenolik bilesiklerin

analizi

HPLC de analiz edilen bitki numunelerinin timU 1@/mL dergimindedir. HPLC
kolonunda tutunan ve ayrilan hillderin alikonma zamanlari ve UV spektrumlari
standartlarla karlastirilarak tanimlandi. Her analiz arasinda 10 daldemgeleme
zamani birakildi. Butun standart ve ornek c¢ozeltileser kez analiz edilerek
ortalama dgerler verildi [77].

Cihaz : Shimadzu Prominance lsnematografisi sistemi

Dedektor : Shimadzu SPD-MNMJAPDA dedektor (270 nm)

Kolon :Teknokroma C18 analitik &nl(250 x 4.6 mm, @ partikdl capi)
Sicakhk : 25°C

Akis hizi : 1 mL/dak

Enjeksiyon hacmi: 10 ml

Hareketli faz : A) metanol:su:asetik asld:@8:2, h/h/h)

B) metanol:su:aset#t (90:8:2, h/h/h)



35

Gradient program:

Tablo 3.1: Gradient aktablosu

Zaman (dak) Hareketli faz A (%) Hareketli faz B (%)
0 100 0
15 85 15
20 50 50
29 30 70
35 0 100
42 100 0

Sonuglar integrasyon alan hesabi ilegatendiriimistir. Alanlar, her standart igin
kalibrasyon @rilerinden konsantrasyon olarak hesaplajgimi Standartlara ait

kalibrasyon grilerinin denklemleri gagidaki tabloda verilnytir.

Tablo 3.2: Standart reaktifler icin HPLC analiz soana ait pikin ge$i zamani, standartlarin
konsantrasyon argll, konsantrasyonlara ait gia denklemleri ve korelasyon katsayisi

Dogrusal
Antioksidan tR(dakika) Aralik Dogru Denklemi (R?
(mg/mL)
Gallik Asit 3,18 0,1-0,5 y=9E+06x-127763 0,996
Klorojenik asit 12,65 0,5-2,0 y=8E+06x+494995 0894
Vanilik asit 14,12 0,1-1,0 y=820422x+12910 0,9969
Kafeik asit 15,30 0,1-1,0 y=2E+07x-985028 0,9926
Naringin 22,09 0,1-0,5 y=2E+06x+1489 0,9982
Kuersetin 25,62 0,1-0,5 y=3E+08x-6E+06 0,998
Kaemferol 28,56 0,1-0,5 y=1E+07x+135161 0,9934
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BOLUM 4. ARA STIRMA BULGULARI

Besinlerin antioksidan aktivitelerinin ve antiokardbilesenlerinin profili tip ve diyet
uzmanlarinin oldgu kadar sglik ve biyokimya alanindaki agarmacilarinda ilgisini
ceker. Besinlerin 6zellikle bitki bitenlerinin ¢cok cgtli olmasi nedeniyle her bir
antioksidan maddeyi tanimak, ayirmak ve tekia tayin edilmek hem pahali hem
zordur. Bu, neticede toplam antioksidan kapasitéigen yodntemlere 6nem
kazandirmaktadir. Ayni zamanda az sayida kimyasadlksiyona dayanan toplam
antioksidan kapasite tayini gercekc¢i olmayabiliganygilara sebep olabilir. Bu
yuzden toplam antioksidan kapasiteyi 6lcmeye yé#netok sayida yontem
gelistirilmi stir. Metot farkliliklari oldukc¢a fazladir ve bu kada yayinlanan pek cok
yayin ve gebtirilen pek cok yonteme pmen bunlarda bir s6z bigine
ulasilamamstir. Frankel ve Meyer (2000) tarafindan yapilan derlemede bu
duruma c¢ok fonksiyonlu besin ve biyolojik kaynaklantioksidanlarin
deserlendiriimesinde tek-boyutlu yontemlerin kullandsinin neden olgw iddia

edilmistir. Bu argtirmacilara gore genel bir antioksidan aktivite tgimi;

1) Biyolojik olarak anlamli bir substrat secmeli,

2) Ceaitli oksidasyon durumlarini test edebilmeli,

3) Hem balangi¢ ve hem de sekonder oksidasyon Urinlerilblipeli,

4) Ayni molar degimde aktif bilsen iceren antioksidanlar kalastirabilmeli,

5) indiiksiyon periyodu, yiizde inhibisyon, hidrojen pesib olusumu veya yikimi
hizi veya IC50 (% 50 inhibisyona ghaak icin gerekli antioksidan deiini)

temelinde kantitasyona izin vermelidir [78].
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4.1. Folin Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini ®nuclari Ekstraktlarin
Aliminyum Nitrat Yontemi ile Toplam Flavonoid Madde Tayinleri Sonugclari

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toptafenolik bilesik tayininde en sik
kullanilan standart bikgk gallik asittir. Gallik asit kullanilarak elde gen standart
calisma grafgi Sekil 4.1’de gorilmektedir. Gallik asit standart fjgmden elde
edilen dgru denklemi; y=4,3459x + 0.0559 ghxindedir.

2
1.8
) 1.6
g 14
) vy =4,3459x+0,0559
Z o1
2 08
2 0.6
- 04
0.2
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Gallik asit konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.1: Toplam fenolik madde tayininde standddrak kullanilan gallik asitin
kalibrasyon grisi (R*=0,9938)

Bu kalibrasyon denklemi kullanilarak bitki ekstriakindaki toplam fenolik madde
tayini gallik asite ¢ deger olarak mg fenolik madde/gram eksge&linde hesaplandi.

Ekstraktlarin toplam flavonoid madde tayinleri ksegtine gdeger olarak aliminyum
nitrat yontemi ile belirlendi. Kuersetin kullaniéde elde edilen standart gaha
grafigi Sekil 4.2’de goérulmektedir. Kuersetinin standart fggenden elde edilen
dogru denklemi; y=76,909x + 0.0389 gkxindedir.
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Sekil 4.2: Toplam flavonoid madde tayininde standdarak kullanilan kuarsetinin

kalibrasyon grisi (R* =0,9969)

Bu kalibrasyon denklemi kullanilarak bitki ekstriakindaki toplam flavonoid madde

tayini kuersetine ¢ deger olarak ug flavonoid madde/gram ekstrgeklinde

hesaplandi.

Tablo 4.1: Bitki Ekstrelerinin Toplam Fenolik Madddiktarlari (Fenolik madde miktari: gallik asite
esdeger olup birimi mg fenolik madde / gram ekstre olaitade edildi. Sonuclar 2 paralel testin
ortalamasi olup, standart sapmaelteri gbz 6niine alindi.)

Numuneler Sicakhk| Su MeOH Su: Etil
MeOH (1:1) | asetat
35°C 33,51 | 28,15 | 29,73 26,01
+0,33 | 0,03 0,07 0,07
ciris
65 °C 4446 | 41,86 | 42,09 27,55
+0,07 | +0,03 +0,10 +0,03
35°C 25,96 | 22,09 22,07 16,23
yesil +0,07 | +0,26 0,03 0,03
s@an

65 °C 35,85 | 32,29 | 41,86 38,09
+0,65 | +0,36 0,03 0,03
35°C 27,98 | 18,48 22,83 26,95
+0,98 | +0,16 40,13 +1,40

pirasa
65 °C 33,65 | 23,24 | 27,50 27,32
40,13 | +0,26 +0,10 +2,51
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Toplam fenolik madde tayini olarak en yiksekele ciris ekstrakti gozlendi. Cige
ait deserlerde; 65 °C’ de kurutulan bitki numunelerinin5 3°C’ de
kurutulanlarinkinden daha yiksek gg@glere sahip oldiu gozlendi. 35 °C’ de
kurutulan bitkilerin ¢6zlcu farklgna gore siralanmasi iséyledir: su ekstrakti>
su:metanol (1:1) ekstrakti > metanol ekstrakti ibasetat ekstraktgeklindedir. 65
°C’ de kurutulan bitki numunesi icin ise yine ayralamayi yapmak mumkindar

zira su:metanol (1:1) ekstrakti ve metanol ekstradgerleri cok yakindir.

Yesil soganda dgerlerin 65 °C’ de kurutulan bitki numunelerinin 3&’ de
kurutulanlarinkinden daha yuksekgeelere sahip oldiu gozlendi. Bu bitki igin 35
°C’ de cozucu farkini izlersek gerler soyle siralanir: su ekstrakti> metanol
ekstrakti> su:metanol (1:1) ekstraktl > etil aselestraktiseklindedir. Fakat yine
su:metanol (1:1) ekstraktl ve metanol ekstrakgederi birbirine yakindir. 65 °C’ de
¢ozlcu farkini icin dgerler sdyle siralanir: su:metanol (1:1) ekstrakti > etiktat

ekstrakti> su ekstrakti> metanol ekstrakklindedir.

Pirasanin genel olarakgdir iki bitkiye gore dgelerin digik oldusu izlendi. Sicaklik
farki sonuclari ¢ok belirgin olarak etkilememekierdbber her iki sicaklik igcin de su
eksraktlarinin toplam fenolik madde bakimindan dgbksek aktivite gostergh

sonucuna varildi.

Fenollerin hidroksil gruplarinin serbest radikallgpk etme giici sebebiyle cok
onemli bitki bileenleri old@gu agiklanir [79]. Caémalar c¢ok cgitli tirde toplam
fenol ve antioksidan aktivite arasinda paralellbgki oldugunu gdsterir [80].
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Tablo 4.2: Bitki Ekstrelerinin Toplam Flavonoid Mad&l Miktarlar (Flavonoid madde miktari
kuarsetine gleger olup birimi ug flavonoid madde / gram ekstre olarak ifade edi8bnuclar 2
paralel testin ortalamasi olup, standart sapngertieri gbz 6niine alindi.)

Numuneler Sicaklik Su MeOH Su: Etil
MeOH asetat
(1:1)
35°C 754,33 | 714,03 | 542,65 | 733,46
+0,83 +1,75 +4,87 +1,84
cirig
65 °C 713,31 | 742,24 | 881,04 | 736,71
+2,76 +4,14 +2,76 4,60
35°C 783,52 | 735,48 | 757,19 | 657,40
yesil +0,92 +0,83 +0,09 +2,76
s@an
65 °C 797,83 | 723,13 | 773,12 | 539,21
+2.83 +1,75 +2,76 +0,74
35°C 78,01 46,81 40,63 75,35
+0,18 +0,18 +0,09 +0,28
pirasa
65 °C 238,33 | 79,57 77,56 225,98
+0,37 +0,18 +1,93 +1,29

Toplam flavonoid madde tayini sonuclarindasgcive ysil sogan birbirine yakin
deserler gosterdi. Pirasanin isegel iki bitkiden oldukgca dguik toplam flavonoid
maddeye sahip olgu gozlendi. Sicakliklarin sonuglar arasinda faiklolusturacak
bir parametre olmagi sonucuna varilirken ciiin 65 °C’ deki su eksrakti haricindeki
tum bitkilerin su ekstraktlari en yiuksek toplamviaoid maddeye sahip olgu
hesaplandi. Genel olarak siralamascug ysil soganin dgerleri yaklgik birbirine

esitken, pirasa en az toplam flavonoid maddeye sihipt

4.2. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi TayinSonuclari

Bitki ekstrelerin DPPH serbest radikali giderim iaitesi 1000 pg/mL
konsantrasyonda tayin edildi. Standart olarak kuléean BHT ve troloksa gore
aktivite kasilastirmalari yapildi. Sonuclara goére en yuksek DPPHlegn
aktivitesini, troloks % 87,69 (+0,19) gerinde gosterdilkinci sirada gelen BHT %
74,44 (£0,15) ve tum bitki ekstreleri standartlarddaha az DPPH serbest radikali
giderme yeteng gosterir. Sicaklik farkinin deneylere etkisi tgimnek istendi fakat
sonuclara bakilggnda sicakiiin her bitki ekstraktinda sabit bir griya da azaja
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neden olmayip sonugclarin ¢ozuclyle degigtesi kaydedildi. Deney sonucunda en
yuksek DPPH giderim aktivitesine sahip bitki simaéesi cirg > yesil sogan > pirasa
seklinde kaydedildi. Cige ait bitki ekstraktinin sudaki % inhibisyonggei en fazla
oldugu, bu dgerlendirme ygil sogan icin etil asetat ekstraksiyonuna ait @dwe
pirasanin tum eksraktlarindaki DPPH giderim akesinin pek ytksek olmagii
gozlendi. Oyle ki pirasanin su ve metanol eksiaktDPPH giderim aktivitesi
gostermemektedir. Sicagin ise eksraktlarin analizinde pek ayrim stlumadgi
kaydedildi.

87,826
100 61,674 74,437
s
o @ 50
> o
£ 2 5 9 © ? 5 @ & % g o O E 3
2 3 2 3 2 3 2
jm > >
n %) n
Girig yesil sogan prrasa standartlar
[ | ]
35 °C' de kurutulan bitkinin analiz sonucu 65 °C' de kurutulan bitkinin analiz sonucu

Sekil 4.3: Bitki Ekstrelerin DPPH Serbest Radik@iderim Aktivitesi % inhibisyon Dgerleri
(Antioksidan aktivite sonuglari 2 paralel testimatemasidir.)

4.3. Bakir(ll) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)
Sonuclar

CUPRAC metodu ile cahlan ©Ornek ekstreleri ve standart antioksidanlarin
konsantrasyona kgrabsorbans grafikleri ¢izildi ve grafikleringienleri oranlandi.
Bu calsmada Troloks icin elde edilen grafikkil 3.3'de gdsterilmtir.
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Diger standart reaktif ve bitki numunelerinin gdo denklemleri bir tabloda

gOsterildi.

Tablo 4.3: TEAGprac degerleri icin standart ve bitki numunelerinin@a denklemleri

Troloks y=16,603x+0,0264
C vitamini y=22,82x+0,0071
BHT y=20,164x+0,0635

Ciris/35 °C/Su Ekstrakti

y=2,5985x+0,0014

Ciris/35 °C/MeOH Ekstraktl

y=2,8353x-0,0011

Ciris/35 °C/Su:MeOH(1:1) Ekstrakti

y=2,6653x-0,002

Ciris/35 °C/Etil asetat Ekstraktl

y=2,4929x-0,0028

Ciris/65 °C/Su Ekstrakti

y=3,5741x-0,0002

Ciris/65 ‘C/MeOH Ekstrakti

y=3,1022x+0,0013

Ciris/65 “C/Su:MeOH(1:1) Ekstrakt

y=3,0994x-0,001

Ciris/65 °C/Etil asetat Ekstrakti

y=2,6464x-0,0011

Yesil sogan/35 °C/Su Ekstrakti

y=4,5114x8E-06

Yesil sogan /35 °C/MeOH Ekstrakti

y=2,1392x-0,0002

Yesil sogan /35 °C/Su:MeOH(1:1) Ekstrakti

y=4,9924x-0,0084

Yesil sogan /35 °C/Etil asetat Ekstrakt

y=2,9012x-9E-05

Yesil sogan/65 °C/Su Ekstrakti

y=4,4383x+0,0018

Yesil sogan /65 °C/MeOH Ekstrakt

y=3,9541x-0,0005

Yesil sogan /65 °C/Su:MeOH(1:1) Ekstrakt

y=5,4634x-0,0099

Yesil sogan /65 °C/Etil asetat Ekstrakt

y=3,5292x-0,0002

Pirasa/35 °C/Su Ekstrakti

y=1,9684x-0,0012

Pirasa /35 °C/MeOH Ekstrakti

y=2,2209x+0,0017

Pirasa /35 °C/Su:MeOH(1:1) Ekstrakti

y=1,9418x-040

Pirasa /35 °C/Etil asetat Ekstrakti

y=2,8802x-0J002

Pirasa/65 °C/Su Ekstrakti

y=2,1238x+0,0009

Pirasa /65 °C/MeOH Ekstrakti

y=2,158x+0,0009

Pirasa /65 °C/Su:MeOH(1:1) Ekstrakti

y=2,0807x-090

Pirasa /65 °C/Etil asetat Ekstrakti

y=2,8609x-04000

Numune ve standartlarin antioksidan gearine kagi CUPRAC yontemi ile
verdikleri absorbans sonuclarindan elde edilenildarfle, d@ru denklemlerinin
egimleri ile hesaplama yapildi. Grafikteki her birgdonun gimi Troloks icin elde
edilen dg@ru denkleminin gimine oranlanny ve TEAGcuprac deserleri elde

edilmistir. Sonuclar tablo 4.3 ve 4.4’deki gibidir.

Tablo 4.4: Standart reaktifler icin TEAGrrac dezerleri

Troloks BHT C vitamini
Egim 16,603 20,164 22,82
TEAC cuprac 1 1,2145 1,3744




Tablo 4.5: Bitki numuneleri icin TEA&prac deserleri

)

D

)

Numuneler Sicaklik Su MeOH  Su:MeO}HEtil
(1:1) asetat
Egim 2,5985| 2,8353 2,6653 2,492¢
35°C
TEAC cuprac | 0,1565| 0,1708 0,1605 0,1501
Girts Egim 3,5741| 3,1022] 3,0994 | 2,6464
65 °C
TEAC cuprac | 0,2153| 0,1868 0,1867 0,159
Egim 4,5114| 2,1392 4,9924 2,9012
35°C
TEAC cuprac | 0,2717| 0,1288 0,3001 0,1747
yail
Egim 4,4383| 3,9541 | 5,4634 3,5292
sgzan
65 °C
TEAC cuprac | 0,2673| 0,2382 0,3291 0,2126
Egim 1,9684| 2,2209 | 1,9418 2,8802
35°C
TEAC cuprac | 0,1185| 0,1338 0,1169 0,173%
pirasa
Egim 2,1238| 2,158 2,0807 2,8604
65 °C
TEAC cuprac | 0,1279| 0,1300 0,1253 0,172
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Tabloda goruldgi Gzere yaygin olarak bilinen ve yuksek antioksigativitesi

Ozelligi

ile gidalara koruyucu katki maddesi olarak eklersentetik antioksidan

BHT esdeser miktardaki Troloks'un yaklak 1,21 kati daha fazla antioksidan

aktivite gostermektedir. Standart olarak kullanildiger madde C vitamini olup

esdeger miktardaki Troloks’'un yakkak 1,37 katidir. Numunelerde ise sdeger

miktardaki Troloks bazina gére bugdee en yakin deerleri ysil sogan, cirg ve

pirasa takip eder. Cozlcu farkhlihesaplamalarda kaydagae bir farka neden

olmazken, 65 °C’ de kurutularak ekstrakte edilennugtarin daha yiksek

TEACcuprac degere sahip oldgu sonucuna varilir.
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4.4. Superoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonuclari

Bitki ekstrelerin stperoksit anyon radikali gideriaktiviteleri, NADH-PMS-NBT

yontemine gore 100Qg/mL konsantrasyonda belirlendi. Standart olarakodsk

asit, BHT ve troloks kullanildiSekilde de goéruld@i gibi en yuksek aktiviteyi
sentetik antioksidan olan BHT 48,97 (+0,48) olargisterdi. 35 °C’ de kurutulan
cirisin metanol ekstresinin ikinci sirada aktiflik gastgi kaydedildi. Sicakhk ve
¢cozlcu farkinin bitkiler arasinda sabit birggeklik olusturmadgi gozlenirken, etil
asetatla yapilan tum bitki ekstrelerinde super tokanyon radikalinin hig

giderilmedgi kaydedildi.

] o]
35 °C' de kurutulan bitkinin analiz sonucu65 °C' de kurutulan bitkinin analiz sonucu
60
48,97
50 45,41 44,52
41,0
5 40 - 6,85 7,16 35,96
) 32,
o 27,4
—_ 307 )
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n (@]
Girig yesil sogan pirasa standartlar

Sekil 4.4: Bitki Ekstrelerin Super Oksit Anyon R&dili Giderim Aktivitesi %inhibisyon Dgerleri
(Antioksidan aktivite sonuglari 2 paralel testimatemasidir.)

Ortalama olarak tim aerobik hicrelerde oksijenindbektron alarak indirgenmesi
sonucu serbest slperoksit radikali anyonuswoluSiperoksit serbest radikglhe
ragmen direkt olarak fazla zarar vermez. Zararl olmas bg nedeni hidrojen
peroksit kayngi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olméir [81]. Yani
superoksit radikali doku hasari gluran ve biyoaktif makromolekdlleri harekete
baslamasi icin gerekli potansiyele sahip aktif serbvadikaller icin bir 6nciuduir [82].
Superoksit anyonu lipidlerde, proteinlerde ve DN& aksidatif zarara neden olan

reaktif oksijen turlerindendir [83].



4.5. O, Giderme Aktivitesinin Tayini Sonuglari
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Bitki ekstraktlarinin HO, giderim aktivitesi Ruch vd.’nin (1989) metoduna gor
analiz edildi [76]. Ekstraktlardan hicbiri reaksiyoortamindaki HO.'yi % 100

uzaklagtiramamasina gmen, standart ve numune analizleri sonuclgagidaki

gibidir. Standart olarak BHT ve C vitamini kullagul ve bitki numuneleri bu

standartlarla karlastirildi. Tium standart ve bitki ekstraktlarinin  10@y/mL

konsantrasyonlarindan elde edilen sonuclar hesapl&tandart olarak kullanilan;

BHT % inhibisyon sonucuw62,80 £ 0,10/e C vitamini % inhibisyon sonucd9,93 +

0,20dir.

Tablo 4.6: % HO, Giderme Aktivitesi

Numuneler| Sicaklik Su MeOH Su:MeOH | Etil asetat
Ekstrakti | Ekstraktl (1:2) Ekstrakti
%inh. | %1inh. Ekstrakti | % Inh.
% Inh.
35°C 44 51+0,10| 69,13+0,10/ 41,53+0,03| 33,52+0,12
ciris
65 °C 33,12+0,10( 30,73+0,10| 21,10+0,20| 24,96+0,10
35°C 46,41+0,99 40,89+1,04| 38,19+1,29| 17,16+0,40
yesil
sozan .
65 C 56,82+0,99| 41,63+0,20| 40,58+0,30| 40,54+0,94
35°C 37,11+0,01| 35,53+0,02| 37,88+0,03| 30,21+0,02
pirasa
65 °C 29,99+0,04| 34,02+1,47| 41,34+0,94| 35,63+0,15

En vyiksek aktiviteye sahip olanlar; 35 °C’ de kutoius cirisin metanol

ekstraksiyonu ve 65 °C’ de kurutulgyesil soganin su ekstraksiyonu olup her

ikisinin de standart olarak kullanilan BHT ve Cawininden daha fazla ;9.

giderme yeteng@ne sahip oldgu gozlendi. Bitkilerin farklilginin yani sira ¢éztci ve

sicaklik farkinin her ekstraksiyonun analiz sonacunsabit bir dgiskenlik

olusturmadgl sonucuna varildi.
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4.6. Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Fenolik Madde

Profillerinin Belirlenmesi

Fenolik madde miktarlari ve antioksidan aktivitelegsitli metotlar ile belirlenmg
olan bitkisel numunelerin, bu 6zelliklerini ortajkayan fenolik madde profillerinin
belirlenmesi icin HPLC sisteminde kromatografik 1aylari yapiimgtir. Fenolik
asitlerin taninmasi ve miktarinin belirlenmesi ¢V spektrumlar ve alikonma
zamanlari standartlarla kdestirildi. Standart reaktiflerin  kolonda tutunma
zamanlari tablo 4,6’ da verilgtir. HPLC analizinde ayirmalar bir ters faz kolonu
olan Inertsil ODS-2 GL Sciences Inc.un (4,6x250 mm)gC ters-faz kolonu ile
yapildi. Sekil 4.2.1 de fenolik asit standartlarinin HPLC ilgptimizasyonu
gosterilmektedir. HPLC’' ye enjekte edilen Ornek teddstlari icin 270 nm
kromatogramlar incelendi. @a fenolik asitler bu dalga boyunda maksimum UV

absorbans yaparlar [84].

Tablo 4.7: Standart reaktiflerin allkkonma zamanlari

Antioksidan tR(dakika)
Gallik Asit 3,18
Klorojenik asit 12,65
Vanilik asit 14,12
Kafeik asit 15,30
Naringin 22,09
Kuersetin 25,62
Kaemferol 28,56
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Sekil 4.5: Bazi fenolik asitlerin optimum HPL&rtlarinin belirlenmesi. 1: Gallik asit, 2: kloroj&
asit, 3: vanilik asit, 4: kafeik asit, 5: naringBi, kuersetin, 7: kaemferol

HPLC analizlerinde kullanilan solventler de kolontitunabilir ki bu sebeple

solventleri de numune gibi cihazda okutmak onlarkiynaklanan pikleri tanimlar.
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Sekil 4.6: Solventde yer alan asetik asit kromatogra




48

10000

mATl

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

1000

) I e

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

dakikax 100

Sekil 4.7: Solventde yer alan metanol kromatogrami
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Sekil 4.8: 35

°C’de kurutulmygciris bitkisinin sudaki ekstraksiyonuna ait HPLC krongrami
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Sekil 4.9: 65 °C’de kurutulmygiris bitkisinin sudaki ekstraksiyonuna ait HPLC kronggtmi
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Sekil 4.10: 35 °C’de kurutulmygiris bitkisinin metanoldeki ekstraksiyonuna ait HPL®@ikratogrami
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Sekil 4.11: 65 °C’de kurutulmugiris bitkisinin metanoldeki ekstraksiyonuna ait HPL@katogrami
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Sekil 4.12: 35 °C’de kurutulmugiris bitkisinin su:metanol (1:1) kasmindaki ekstraksiyonuna ait
HPLC kromatogrami
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Sekil 4.13: 35 °C'de kurutulmucgiris bitkisinin su:metanol (1:1) kaimindaki ekstraksiyonuna ait

gerekli pik boyunun goérilmesi icin daha geskalali HPLC kromatogrami

. .10000

mATU

2000

8000

7000

5000

5000
4000
3000

2000 /

1000

(]

4]
(0] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
dakikax 100

Sekil 4.14: 65 °C’de kurutulmucgiris bitkisinin su:metanol (1:1) kasmindaki ekstraksiyonuna ait
HPLC kromatogrami
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Sekil 4.15: 35 °C’de kurutulmu ciris bitkisinin etil asetat icindeki ekstraksiyonuna &lPLC
kromatogrami
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Sekil 4.16: 65 °C'de kurutulmyu ciris bitkisinin etil asetat icindeki ekstraksiyonuna &PLC
kromatogrami
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Sekil 4.17: 35 °C'de kurutulmu yesil sogan bitkisinin sudaki ekstraksiyonuna ait HPLC
kromatogrami
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Sekil 4.18: 65 °C'de kurutulmu yesil sogan bitkisinin sudaki ekstraksiyonuna ait HPLC
kromatogrami
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Sekil 4.19: 35 °C'de kurutulmu yesil sogan bitkisinin metanoldeki ekstraksiyonuna ait HPLC
kromatogrami
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Sekil 4.20: 65 °C'de kurutulmu yesil sogan bitkisinin metanoldeki ekstraksiyonuna ait HPLC
kromatogrami
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Sekil 4.21: 35 °C’'de kurutulmuyesil sogan bitkisinin su:metanol (1:1) kanmindaki ekstraksiyonuna
ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.22: 65 °C’'de kurutulmuyesil sogan bitkisinin su:metanol (1:1) kanmindaki ekstraksiyonuna
ait HPLC kromatogrami
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Sekil 4.23: 35 °C'de kurutulmuyesil sogan bitkisinin etil asetat icindeki ekstraksiyonumia HPLC

kromatogrami
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Sekil 4.24: 65 °C'de kurutulmuyesil sogan bitkisinin etil asetat icindeki ekstraksiyonumia HPLC

kromatogrami
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Sekil 4.25: 35 °C’de kurutulmupirasa bitkisinin sudaki ekstraksiyonuna ait HFkt@matogrami
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Sekil 4.26: 65 °C’de kurutulmupirasa bitkisinin sudaki ekstraksiyonuna ait HFkrtG@matogrami
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Sekil 4.27: 35 °C'de kurutulmyu pirasa bitkisinin metanoldeki ekstraksiyonuna &PLC

kromatogrami
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Sekil 4.28: 65 °C'de kurutulmu pirasa bitkisinin metanoldeki ekstraksiyonuna &PLC
kromatogrami
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Sekil 4.29: 35 °C’de kurutulmupirasa bitkisinin su:metanol (1:1) kamindaki ekstraksiyonuna ait
HPLC kromatogrami

8000

mAU

7000

6000

5000 /

4000 "

2000 *J
U _RL/ L

-100 400 1900 2400 2900
daklka x100

Sekil 4.30: 65 °C’de kurutulmupirasa bitkisinin su:metanol (1:1) kamindaki ekstraksiyonuna ait
HPLC kromatogrami
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Sekil 4.31: 35 °C'de kurutulmu pirasa bitkisinin etil asetat icindeki ekstraksiyoa ait HPLC
kromatogrami
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Sekil 4.32: 65 °C'de kurutulmu pirasa bitkisinin etil asetat icindeki ekstraksiyaa ait HPLC
kromatogrami




Tablo 4.8: 35 °C’ de kurutulnieirisin tiim ekstraktlarindaki fenolik bigikler

Pik | Fenolik madde| Alikonma Alan Miktar
no ve flavonoid suresi (mg/10mg/mL
(dakika) ekstraktta)
1 Gallik asit 3,03 13586 0,016
2 Klorogenik asit| 11,04 5599 0,002
Su 5 Naringin 22,79 3864 0,001
Ekstrakti | 6 | Kuersetin 24,32 1980 0,020
7 Kaemferol 27,76 1221 0,004
1 Gallik asit 3,25 222522 0,039
Metanol 2 Klorogenik asit| 11,01 73642 0,009
Ekstrakt 5 Naringin 22,03 95022 0,047
7 Kaemferol 27,58 85432 0,013
1 Gallik asit 2,93 252355 0,042
2 Klorogenik asit| 11,06 59407 0,008
Ciris Su:metanoll 5 Naringir) 22,35 120093 0,059
35 °C (1:1) 6 | Kuersetin 24,35 2678 0,020
Ekstrakti | 7 [ Kaemferol 27,72 56789 0,010
1 Gallik asit 3,95 487356 | 0,068

2 Klorogenik asit| 10,48 31573 0,050
3 Vanilik asit 14,15 15456 0,030
Etilasetat| 5 | Naringin 22,14 325 0,016
Ekstrakti | 6 | Kuersetin 25,06 1430 0,020
7 Kaemferol 27,00 4143 0,005
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Tablo 4.9: 65 °C’ de kurutulngieirisin tiim ekstraktlarindaki fenolik bigikler

Pik | Fenolik madde| Alikinma Alan Miktar
no ve flavonoid suresi (mg/10mg/mL
(dakika) ekstraktta)
1 Gallik asit 3,53 67124 0,022
2 Klorogenik asit| 11,43 10579 0,002
4 Kafeik asit 16,86 3813 0,049
Su 5 Naringin 22,44 179299 0,089
Ekstraktl |6 | Kuersetin 25,65 2163 0,020
7 Kaemferol 27,80 1174 0,004
1 Gallik asit 3,12 172045 0,033
2 Klorogenik asit| 10,94 86789 0,011
3 Vanililik asit 14,05 92768 0,129
Metanol 4 | Kafeik asit 14,90 76890 0,053
Ekstrakti [ 5 | Naringin 22,74 394728 | 0,197
7 Kaemferol 27,89 98763 0,014
Ciris . -
65 °C 1 Gallik asit 2,93 184874 0,035
2 Klorogenik asit| 10,89 56276 0,008
Su:metanoll 5 | Naringin 22,74 310154 0,154
(1:1) 6 | Kuersetin 24,40 3456 0,020
Ekstrakti |7 | Kaemferol 27,79 59890 0,010
1 Gallik asit 3,85 165099 0,033
2 Klorogenik asit| 10,61 25593 0,004
3 Vanilik asit 14,24 31535 0,023
Etil asetat| 4 | Kafeik asit 14,80 30345 0,051
Ekstrakti [ 5 | Naringin 22,21 23969 0,011
7 Kaemferol 26,40 10467 0,005

iki farkh sicaklikta kurutulmg cirisin farkl eksrtaktlarindaki HPLC ile tanimlama
analizlerine go6re cigi bitkisinin fenolik maddece zengin bir bitki sonueu
varilmistir. Standart reaktif olarak kullanilan yedi ferolbilesige de bitki de
rastlanmgtir. 65 °C’ dekinin su eksrtaksiyonunda 35 °C’ darkli olarak kafeik asit
tespit edilmgtir (0,049 mg kafeik asit/ 10mg/mL bitki ekstrakif)ablo 4,7 ve 4,8'de
goruldigu gibi su ekstraktindaki fenolik madde geeleri birbirine oldukca yakin
cikmistir. Bitkilerin kurutuldugu sicakhk farklilgl degerlerde ¢ok ayri sonuclar
olusturmamstir. 65 °C’ dekinin metanol eksrtaksiyonunda 35 den farkli olarak
vanilin ve kafeik asit tespit edilgtir. Bu sonu¢ 65 °C sicakinda kurutulan bitkide
bazi maddelerin daha iyi ekstraksiyon ¢Ozgeningtigiesonucunu gostermtir.
MeOH:Su (1:1) kasmiminda sicaklik farki sonucglar arasinda gigleenlik
olusturmams ve sonugclara gore naringinin her iki ekstraktaetael bilgik oldugu
gozlenmitir. 65 °C’ dekinin etil asetat ekstraksiyonunda ‘€’ den farkl olarak

kafeik asite rastlanirken, kuersetin varligézlenemengtir. 65 °C’'de kurutulan
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cirisin diger tim ekstraktlarinda kuersetin ofguwna goére etil asetatin maddenin
ekstrakte edilmesinde uygun ¢dzgen olmiadonucuna varilir.

Tablo 4.10: 35 °C’ de kurutulngwesil soganin tim ekstraktlarindaki fenolik byleler

Pik | Fenolik madde| Alikonma Alan Miktar
no ve flavonoid suresi (mg/10mg/mL
(dakika) ekstraktta)

1 Gallik asit 2,96 104453 0,026
5 Naringin 22,03 30766 0,015
Su 6 | Kuersetin 25,29 1886 0,020
Ekstrakti | 7 | Kaemferol 28,67 529 0,004
1 Gallik asit 2,96 9753 0,015
2 Klorogenik asit| 12,22 4055 0,002
4 Kafeik asit 16,68 3495 0,049
Metanol 5 | Naringin 22,52 16927 0,008
Ekstrakti | 6 | Kuersetin 24,34 3793 0,020
7 Kaemferol 28,24 392 0,004
1 Gallik asit 3,23 55056 0,020
Yesil 2 KIor.o.genik asit| 12,19 5118 0,002
sazan Su:metanol 3 | Vanilik asit 13,52 6587 0,008
35°c| (11 4 | Kafeik asit 16,02 8745 0,050
Ekstrakti | 5 | Naringin 21,66 32793 0,016
6 Kuersetin 24,30 17321 0,020
7 Kaemferol 28,72 3543 0,005
1 Gallik asit 3,46 233459 0,040
2 Klorogenik asit| 12,73 21424 0,004
3 Vanilik asit 13,57 20717 0,024
Etil asetat 4 Kafeik asit 16,68 20345 0,050
Ekstrakti | 5 | Naringin 22,54 213425 0,106
6 Kuersetin 35,63 298198 0,021
7 Kaemferol 28,36 30,756 0,007




Tablo 4.11: 65 °C’ de kurutulnwyssil soganin tim ekstraktlarindaki fenolik bjlkler
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Pik | Fenolik madde| Alikinma Alan Miktar
no ve flavonoid suresi (mg/10mg/mL
(dakika) ekstraktta)

1 Gallik asit 3,01 112898 0,027
2 Klorogenik asit| 10,85 24008 0,004
5 Naringin 21,67 14304 0,006
Su 6 Kuersetin 24,0 2575 0,020
Ekstrakti [ 7 | Kaemferol 27,9 2417 0,005
1 Gallik asit 2,98 7006 0,015
5 Naringin 22,33 7278 0,003
Metanol 6 Kuersetin 23,84 1675 0,020
Ekstrakti | 7 | Kaemferol 27,09 839 0,004
1 Gallik asit 3,55 90321 0,024
2 Klorogenik asit| 12,21 4085 0,002
Yesil Su:metano| 3 Vanilik asit 14,43 22455 0,026
sogan I 5 | Naringin 21,68 23763 0,011
65 oc | (1) 6 | Kuersetin 23,0 7664 0,020
Ekstrakti [ 7 | Kaemferol 27,74 3771 0,005
1 Gallik asit 3,44 21316 0,038
2 Klorogenik asit| 12,70 18393 0,003
3 Vanilik asit 13,49 18086 0,021
Etil asetat| 4 | Kafeik asit 16,56 22456 0,050
Ekstrakti [ 5 | Naringin 22,52 235538 0,117
6 Kuersetin 25,67 287645 0,021
7 Kaemferol 28,34 16789 0,006

Yesil soganin 65 °C sicaklikta kurutularak yapilan sudakstedksiyonunda 35
°C'dekinden farkli olarak klorogenik asit vam gozlenmitir. Bu sicaklgin bu
maddenin ekstraksiyonu icin daha uygun @ldisonucuna varilir. Ortak bulunan
fenolik yapilarin sayisal @erleri ise ¢ok farklilik olsturmamaktadir. Ve yine
bitkinin 65 °C sicaklikta kurutularak yapilan meathnekstraksiyonunda 35
°C'dekinden farkli olarak klorogenik asit ve kafedlsite rastlanmarmtir ve kafeik
asitin sayisal deeri digerlerine gore en yuksektir (0,049 mg kafeik as@imfy/mL
bitki ekstraktr). MeOH:Su (1:1) kgrminda sicaklik farki naringin gerinde acik bir
bitkinin 65

ekstraksiyonunda daha ytksekgde gostermitir. Her iki sicaklgin da etil asetat

farklilk  olusturmus, °C sicaklikta kurutularak yapilan bu

ekstrelerinde referans kabul edilen tim fenolik il@m varlgr gézlenmgtir ve

rakamsal dgerleri arasinda yakinlik olgu sonucuna varilir.



Tablo 4.12: 35 °C’ de kurutulngwpirasanin tim ekstraktlarindaki fenolik bilder

Pik | Fenolik madde| Alikinma Alan Miktar
no ve flavonoid suresi (mg/10mg/mL
(dakika) ekstraktta)
1 Gallik asit 3,27 46843 0,019
2 Klorogenik asit| 10,92 1241 0,001
Su 6 Kuersetin 23,22 1669 0,020
Ekstrakti 7 | Kaemferol 27,78 2964 0,005
1 Gallik asit 3,60 72173 0,022
5 Naringin 22,84 7025 0,003
Metanol 6 Kuersetin 24,35 2639 0,020
Ekstrakti 7 | Kaemferol 27,79 2575 0,005
e 1 | Galiik asit 3,65 12936 0,016
2 Klorogenik asit| 10,65 2878 0,002
Su:metanol| 6 Kuersetin 23,22 2310 0,020
(1:1) 7 | Kaemferol 27,88 2884 0,005
Ekstrakti
1 Gallik asit 3,84 469687 | 0,066
2 Klorogenik asit| 10,78 23424 0,004
5 Naringin 20,93 4977 0,002
Etilasetat| 6 | Kuersetin 25,40 2809 0,020
Ekstrakti [ 7 | Kaemferol 28,08 26302 0,004

Tablo 4.13: 65 °C’ de kurutulngpirasanin tiim

ekstraktlarindaki fenolik bilder

Pik | Fenolik madde| Alikinma Alan Miktar
no ve flavonoid suresi (mg/10mg/mL
(dakika) ekstraktta)
1 Gallik asit 3,45 59976 0,021
2 Klorogenik asit| 10,85 1948 0,002
Su 3 Vanilik asit 14,22 30998 0,036
Ekstrakt 7 | Kaemferol 27,68 2540 0,005
1 Gallik asit 3,44 15306 0,016
2 Klorogenik asit| 10,60 6629 0,002
Metanol 6 Kuersetin 24,02 13,59 0,020
Ekstrakti 7 | Kaemferol 27,80 1799 0,004
1 Gallik asit 3,45 94454 0,025
2 Klorogenik asit| 10,85 2815 0,002
Su:metanoll 3 Vanilik asit 13,89 2588 0,003
(1:1) 5 | Naringin 20,65 5569 0,002
Pirasa| Ekstrakti | 6 | Kuersetin 24,05 1945 0,020
65°C 7 | Kaemferol 27,68 1860 0,004
1 Gallik asit 3,44 394909 | 0,058
2 Klorogenik asit| 10,33 5907 0,02
3 Vanilik asit 13,98 13506 0,016
Etilasetat| 5 | Naringin 20,66 2783 0,001
Ekstrakti | 6 | Kuersetin 24,08 2118 0,020
7 Kaemferol 27,74 3338 0,005

65
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Pirasanin 65 °C sicakhkta kurutularak yapilan kudekstraksiyonunda 35
°C'dekinden farkli olarak kuersetin bulunmayip, NManvarligi goézlenmgtir. Diger
bolumlerde de bahsedifdi gibi kuersetinin sgansi bitkilerde bulunmasi ve bu
analizde de tim ekstraktlarda gozlenmesi lzegineyorum yapilabilir: 65 °C
sicaklik su ekstraksiyonunda kuersetinin ganlin gdzlenmesini engellegtir. 65
°C’'nin metanol ekstraktinda naringin gézlenemezkimogenik asit gozlenmive
diger yapilarin dgerleri de birbirlerine yakindir. Bitkinin 65 °C siklikta
kurutularak yapilan MeOH:Su (1:1) ekstraksiyonuB&a’C’dekinden farkl olarak
vanilin ve naringin gozlenmji kuersetinin ise her iki sicaklikta kurutulan bitk
ekstresi icin de etkin fenolik bgen old@gu sonucuna varingir. Etil asetat
ekstraksiyonlarinda ise 65 °C’ dekinde farkli okargok az miktarda naringin

gozlenmgtir (0,001 mg naringin/ 10mg/mL bitki ekstraktr).



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTI SMALAR

Bu calsma ile, sgansi bitkilerden olan Uc¢ farkli bitkinin, (giriyesil sogan ve
pirasanin) cgtli cozgenlerdeki ekstraksiyonlarinda toplam fikonadde icerikleri

ve fenolik madde profilleri ortaya konularak ansadkan aktiviteleri belirlenngtir.

Saozansi bitkilerin fenolik bilgikler bakimindan zengin olg@u, yiksek antioksidan
aktiflik gosterdgi bilinmektedir. Tez c¢agmasinda fenolik bikgkleri ve dolayisiyla
antioksidan kapasitesi hakkinda daha 6ncedensilgadms olan c¢irs (Asphodelus
Ramosus)analiz edildi. Cig, yesil sogan @Allium Cepa L) ve pirasaninAllium
Porrum L) fenolik yapi miktari ¢gtli spektrofotometrik yontemlerle ve bu sonuclari
desteklemek adina fenolik profilleri HPLC ile amzaledildi. S@an ve pirasanin
analiz dgerleri literatirde yer alan sonuclarla da skastirilirken, hesaplanan

deserlerin cirkin fenolik miktariyla ilgkisi incelendi.

Orneklerin icergindeki fenolik bilaiklerin eldesinde ve buna Ba olarak
maksimum antioksidan aktivitesine gllanasinda ekstraksiyon yonteminde
kullanilan ¢ézgen farkhiginin, sonuclari ne oranda etkileyip etkilemigdirastirldi.
Buna gore sonuglar kullanilan yontemlerle en geaeilan sonugekilde 65 °C'de
kurutulan bitkilerin su ekstresi analizg@=leri > metanol:su (1:1) ekstresi > metanol
ekstresi > etil asetat ekstrgsklinde olup bu sira gésmeksizin 35 °C’de kurutulan
bitkilerin ekstrelerinden daha buyulk glere sahip oldgudur. Bitkisel drneklerin
yapisal farkhliklari nedeniyle ektraksiyon yontemhde her 6rnek icin tek bir
¢cbzgen sisteminin kullanimindan bahsetmek miumki@mamaktadir. Elde edilen
sonuclarin da agikga ortaya kogdugibi, analizlerde farkli ¢cozgenlerle galrak en
uygun cozgen secibilir ki bu sayede, bitkilerin iaksidan kapasitesi hakkinda

dogru ve yliksek sonuclar elde edilebilir.
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Fenolik madde ve flavonoid miktarlari ile antioksid kapasitesi tayin yontemleri
arasinda ikki mevcut olabilir. Ozellikle radikal yakalama tefine dayali DPPH gibi
metotlarin toplam fenolik madde ve flavonoid mikdar ile iliskisi bazi bitkisel
yapilarda ©6nemli olabilir. Fenolik asitler ve flanmdler polar c¢o6ziculerde
¢ozinurler ve polar sistemlerde guclu aktivite gdder. Demir(lll)’G indirgeme
reaksiyonu ve DPPHadikal supurtcu etki testleri polar ortamlardgijaaktadir.
Bu nedenle de bu biiklerce zengin ekstraksiyonlar bu deney sistemttrietkili
olarak bulunmsglardir.1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH radikali, Bununla birlikte
antioksidan kapasiteleri ile fenolik bgigler ve flavonoidler arasinda da 6nemli
farkliliklar s6z konusu olabilir. Bitkisel kaynakla antioksidan kapasitelerini

deserlendirirken bu igkilerin de irdelenmesi 6nerilmektedir.

Ekstreler tUzerinde yapilan HPLC analizleri sonueugdllik asit ve kaemferol tiim
ekstrelerde tanimlanan fenolik bilderdir. Gallik asit en yiksek gere sahip
(0,066 mg gallik asit/ 10mg/mL bitki ekstrakti ikinfenolik yapi iken birinci sirada
65 °C'de kurutulms cirsin metanol ekstraktinda yer alan naringin @agozleniyor
(0,197 mg naringin/ 10mg/mL bitki ekstraktr). Buasn kuersetin ve kaemferol

devam ettirirken en az gerde bulunan fenolik bitgk vanilin olarak bulunmgtur.

Sonuclara goére, callan bitkilerin fenolik madde icegkindeki farkhliklarin,
gosterdikleri antioksidan ozelliklerini etkilefliacikca gorulmitir. Yiksek fenolik
miktarina veya yuksek radikal yakalama aktivitessa@ip olmanin, tim antioksidan
aktivitesi calgmalarinda yiuksek sonu¢ vermgadacikca gortulmgttr. Boylelikle tek
bir yontemle antioksidan aktivitesi hakkinda karearmenin dogru bir yakiam
olmadgl anlagiimakta ve buna gore antioksidan aktivitesi beatinrlkeen, farkli
yontemler kullanilmasi, farkli metotlarin uygularsnave elde edilen aktivite
sonugclarinin, her bir 6zele gore verilmesi daha g bir yaklgim olacaktir. Bu tip
sonugclarinin vivo calismalar ve klinik cagkmalar ile desteklenmesi biyoyarardin
belirlenmesi acisindan da énemimaaktadir. Ozetle antioksidan yapilar antioksidan
aktivitelerini gegs metal iyonlarini bglama, peroksitleri parcalama, hidrojen
abstraksiyonunu engelleme, radikal giderme gibklfamekanizmalar ile ortaya

koyabilirler.
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Bu kapsamdaki antioksidan aktivite gatalarinda; cigin en az yel sogan ve
pirasa kadar hatta bazi metotlarda analiz sonagtabu iki bitkiden daha yuksek
oldugu goruldi. Antioksidan kapasiteyi dlcen testlearotoplam fenolik madde ve
toplam flavonoid madde iceriklerine gore tim eKstde 65 °C’deki dgerler 35
°C'den daha yuksek olup fenolik yapilarina gordsgipirasa, ygl sogan olarak
siralanirken flavonoid yapilarina goresyesogan, cirs ve pirasaeklinde siralandi.
Bu veri ve sonuclara gore antioksidan aktivitebiedgyle cirg bitkisinin besin olarak

kullaniimasi ve dier iki bitki kadar kolay ve sik bulunabilmesi 6risrektedir.
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