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OZET

DAPHNE SERICEA VE DAPHNE GNIDIOIDES BITKi EKSTRAKTLARININ
BILESIMLERININ VE ANTiOKSIiDAN AKTIVITELERININ INCELENMESI

Timur TONGUR

Yiiksek lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Erol AYRANCI
Mayis 2014, 123 Sayfa

Bu ¢alismada, Thymelaeaceae familyasina ait Daphne sericea L. ve Daphne
gnidioides L. bitkilerinin ekstraktlar1 elde edilerek bilesimlerinin incelenmesi ve
antioksidan aktivitelerinin ¢esitli metotlarla saptanmasi amag¢lanmistir. Her iki bitki
toplanip kurutulduktan sonra aseton, metanol ve n-hekzan ile oda sicakliginda ii¢ giin
boyunca ¢alkalanma sonucu bu ¢oziiciilerde ¢oziinen ham ekstraktlar elde edilmistir.

Bitki ekstraktlarinin kimyasal igerigi, HPLC-DAD ile fenolik bilesen profilinin
cikarilmasi ile, klorofil a, klorofil b, toplam karotenoid, flavonoid ve fenolik bilesen
icerigi analizleri ile aydinlatilmaya c¢alisilmistir. In vitro antioksidan (radikal
soniimleme) aktivitelerini  belirlemek icin DPPH, ABTS®, hidroksil (OH) ve
sliperoksit anyon radikali (O;") yakalama testleri ile oksijen radikali absorpsiyon
(ORACQC) testleri uygulanmistir. Bitki ekstraktlarinin lipid oksidasyon reaksiyonunu
inhibe etme yetenegini Olgcen antioksidan aktivite testleri ise tiyobarbitiirik asitle
reaksiyona giren maddelerin (TBARS) takip edilmesi ile diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) ve biiyiikbas hayvan beyni lipozomlarinda (BBE) lipid peroksidasyon
inhibisyonunun 6l¢iilmesi testleri ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen sonuglar, 6nemli diizeyde fenolik bilesenler iceren metanol ve aseton
ekstraktlarinin genel olarak g6z ardi edilemeyecek bir diizeyde radikal yakalama
aktivitesi gosterdiklerini ortaya koymustur. Cogu durumda da bu ekstraktlarin pozitif
kontrol antioksidanlar olarak almman BHT, a-tokoferol, ferulik asit ve Kkersetin
bilesiklerinden bazilar1 ile kiyaslanabilecek derecede lipid oksidasyon inhibitdrii olarak
etkileri oldugunu net bir sekilde goriilmiistiir. Ozellikle D. gnidioides bitkisinin
metanolik ham ekstraktinin pek ¢ok durumda pozitif kontrollerin bir ya da birkacina ¢cok
yakin in vitro antioksidan aktivitesi ve lipid oksidasyonunu inhibe edici 6zelikler
gosterdigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, antioksidan aktivite, bitki ekstrakti, D.
gnidioides, D. sericea, fenolik bilesik.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE COMPOSITION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
DAPHNE SERICEA AND DAPHNE GNIDIOIDES

Timur TONGUR

MSc in Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Erol AYRANCI
May 2014, 123 Pages

The aim of the study is to investigate the composition of the extracts obtained
from Daphne sericea L. ve Daphne gnidioides L, belonging to Thymelaeaceae family,
and their antioxidant activities by various methods. Crude extracts were isolated using
acetone, methanol and n-hexane by shaking for three days at room temperature after
being harvested and dried.

Chemical composition of the plant extracts was investigated by performing
phenolic composition profile analysis using HPLC-DAD, chlorophyll a, chlorophyll b,
total carotenoid, flavanoid and phenolic content analyses. DPPH', ABTS™, hydroxyl
(OH) and superoxide anion radical (O,") scavenging and oxygen radical absorption
(ORAC) assays were performed to determine in vitro antioxidant (radical scavenging)
activities. Antioxidant activity tests measuring lipid oxidation inhibiting capacity were
carried using follow up of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
measuring lipid oxidation inhibition capacity in low density lipoprotein (LDL) and
bovine brain lipozomes (BBE).

The results obtained showed that methanol and acetone extracts containing
phenolic compounds at important levels generally exhibited radical scavenging
activities at levels not to be underestimated. They were found to have effects as lipid
oxidation inhibitors comparable with some of the positive control antioxidants, BHT,
a-tocopherol, ferulic acid and quercetin, used to compare with them under the same
conditions. Methanolic crude extract of D. gnidioides, especially, was found to exhibit
in vitro antioxidant activity and lipid oxidation inhibiting properties similar to one or
more of the positive controls in most cases.

KEYWORDS: Antioxidant, antioxidant activity, plant extract, D. gnidioides, D.
sericea, phenolic compound.
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ONSOZ

Gilinimiizde insan hayatinin saglikli bir sekilde devam edememesinin en biiyiik
nedenlerinden biri olan kanser hastaligi, pek cok cevresel ve biyolojik etmene baghdir.
Kansere neden olan radikalik bilesenlerin olugmasinin onlenmesi ve etkilerinin
azaltilmasi i¢in antioksidan 6zellikli formulasyonlarin kullanim1 gerekmektedir. Bunlara
sonradan eklenen sentetik antioksidan maddelerin baz1 kanserojenik problemlere neden
oldugu siiphesi mevcuttur. Bu nedenle dogal kaynakli ve antioksidan aktivite
ozelliklerine sahip iirlinlerden sadece gida sektoriinde degil, tip, biyokimya ve eczacilik
alaninda da yararlanilmasi ve ¢esitli ilag ve karisimlarda katki maddesi olarak yer
almasu tercih edilir bir durum haline gelmistir.

Bu c¢alismada Daphne Gnidioides ve Daphne Sericea bitki ekstraktlarinin
fenolik bilesen igerikleri ve antioksidan aktiviteleri farkli metotlarla dl¢tilmiistiir.

Bana bu konuda ¢alisma firsat1 yaratan, tez konumun belirlenmesinden yazimina
kadar destek olan, bilgisi ve tecriibesi ile bana yol gosteren degerli danisman hocam
Sayin Prof. Dr. Erol AYRANCIya,

Laboratuvar ¢alismalarinda bilgisi ve tecriibesi ile bana her zaman destek olan,
goriis ve Onerileri ile yol gosteren hocam Sayin Dr. Naciye ERKAN’a,

Tezimin ¢alisma konusu olan bitki tiirlerinin bulunmasinda ve taksonomisinde
yardimci olan hocam Sayin Dr. Ilker Cinbilgel’e,

Projeye mali destek veren Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar ve
Projeler Yonetim Birimi’ne, arastirma gorevlisi arkadaslarima,

Son olarak varliklar1 ve destekleri ile her zaman yanimda olan aileme, esime ve
sevgili ogluma sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Beslenme, hastaliklarin meydana gelmesinde ve onlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Nichenametla vd 2006). Son yillarda basta kanser olmak tizere pek ¢ok
hastalikta gozlemlenen artis, beslenmede yapilacak degisikliklerle azaltilabilmektedir.
UV 1sin1, sigara dumani ve hava kirliligi gibi ¢evresel kaynaklar ile enzimler ve
solunum prosesi gibi yasamsal kaynakli siiregler sirasinda olusan serbest radikaller
viicutta yikici aktivite gostermektedir ve basta kanser olmak iizere pek ¢ok hastaliga
neden olmaktadir (Young ve Woodside 2001, Sroka 2005).

Oksidatif baski, viicut iginde ¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) normalden
fazla miktarda ac¢iga ¢ikmasi durumunda meydana gelen bir olaydir. ROS, radikalik
yapida olanlar ve olmayanlar seklinde iki gruba simiflandirilabilen oksijenden tiiremis
prooksidanlardir. Radikal grup hidroksil (OH), nitrik oksit (NO"), siiperoksit anyon (O2”
), peroksil (ROO") ve alkoksil (RO") radikalleri ile singlet oksijen (*O.) in bir formu gibi
tirleri icermektedir. Radikalik grup bir ya da daha fazla ¢iftlesmemis elektron igeren
kimyasal tiirlerdir. Bundan dolayi, oldukg¢a kararsiz olup stabilite saglamak amaciyla
diger molekiillerden elektronlart koparip onlar1 degradasyona ugratirlar. Radikal
olmayan grup ise, bazilar1 oldukga reaktif olan cesitli tiirleri igerir. Bunlar arasinda
yasayan hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda iiretilen hipokloréz asit (HOCI),
hidrojen peroksit (H,O,), organik peroksitler, peroksinitrit (ONOO"), aldehitler, ozon
(O3) ve singlet oksijen (‘O,) yer almaktadir (Droge 2002, Nyska ve Kohen 2002). Hava
kirliligi, UV radyasyonu, mikroorganizmalar, viriisler ve ksenobiyotikler ekzojen ROS
kaynag1 olarak gorev yaparken endojen ROS normal hiicresel metabolizma, immiin
reaksiyonlart ve bazi patolojik durumlar sirasinda agiga c¢ikar. ROS kanser,
norodejeneratif hastaliklar (Alzheimer hastaligi, demans baglangici ve Parkinson
hastalig1), kardiovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, kataraktlar ve inflamasyon gibi
cesitli sayida ciddi hastaligin patogenezinde onemli rol oynamaktadir (Aruoma 1998,
Kris-Etherton vd 2004). Artan ROS seviyesinin sonucu meydana gelen biyolojik hasar
lipid peroksidasyonu, DNA mutasyonu/kirilmas1 ve protein oksidasyonu/degradasyonu
seklinde ortaya konur. Lipid peroksidasyonu, ¢esitli serbest radikalleri i¢eren, coklu
doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile baglatilan oksitlenmesidir. Bu kompleks
mekanizma enzimatik yollarla veya antioksidanlar tarafindan serbest radikallerin
soniimiiyle sonlandirilir (Korkina ve Afans’ev 1997). ROS DNA’nin yaninda,
fosfolipidlerin ¢oklu doymamis yag asidi kalintilar1 (Siems vd 1995) ve ozellikle sistein
ve metionin kalintilar1 olmak iizere proteinlerin tiim amino asit kalintilarinin yan
zincirleri (Stadtman 2004) gibi diger hiicresel bilesenlere de saldirir. Ozellikle Oy
anyon radikali ve ‘OH radikali ile H,O; gibi canli ortamda olusturulan ROS, digerlerine
oranla daha yikicidir. ‘OH radikalinin, piirin ve pirimidin bazlarinin her ikisine ve ayn
zamanda deoksiriboz iskelet yapisina zarar vererek DNA molekiiliiniin tim
bilesenleriyle reaksiyona girdigi bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999).

Bir antioksidan, hedef molekiile kars1 oksidatif hasar1 6nleyen, geciktiren ya da
uzaklastiran bir madde olarak tanimlanir (Halliwell ve Gutteridge 2007). Bu sebeple,
antioksidanlar, oksidatif hasar1t minimuma indirgemek i¢in serbest radikallerin ve diger
reaktif tiirlerin seviyelerini kontrol etmek amacina yonelik olarak hizmet eden
bilesiklerdir. Normal kosullarda viicut i¢inde prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
denge olarak ifade edilen redoks durumu siki bir sekilde regiile edilir ve dnemli hiicresel



ve biyokimyasal fonksiyonlarin saglanmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu dengeye yapilacak
herhangi bir miidehale, hangi yonde olursa olsun, hiicre ve organizma igin zarar verici
olabilir (Nyska ve Kohen 2002). Dengenin prooksidanlar yoniine kaymasi oksidatif
stres olarak tanmimlanir ve oksidatif hasara yol agabilir. Normal kosullar altinda,
organizma temel olarak antioksidanlara dayali olan, oksidasyona karsi savunma
mekanizmalariyla donanmistir. Bu sistem iki temel gruptan olusur; antioksidan enzimler
ve diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar. Antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
simirlt sayida proteinleri igerir. Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar, oksitlenmis
antioksidanlarin geri doniisiimiinii saglayan indirgenmis glutatyon (GSH), iirik asit
(UA), askorbik asit (Vitamin C), lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu onleyen yagda
¢oziiniir a-tokoferol (Vitamin E), karotenoidler, flavonoidler vb. den olusmaktadir.
Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar grubu enzimler grubundan ¢ok daha baskindir
ve oksidatif baskinin yer aldig1 hiicredeki spesifik lokasyonlara ulasip niifuz etme gibi
cesitli 6zelliklere sahiptir. Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar ROS ile dogrudan ve
dogrudan olmayan etkilesimlerle oksidatif hasari 6nleme yetenegine sahiptir. Bunlar
indirgeme  aktivitesi,  serbest radikal yakalama, prooksidan  metallerin
kompleklestirilmesi ve singlet oksijenin soniimlenmesi gibi mekanizmalardan biri veya
daha fazlasini kullanarak etkide bulunurlar.

Bu ¢alismada, D. sericea ve D. gnidioides bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin
basta fenolik yapidaki bilesenler olmak {izere diger bazi bilesenlerinin ve antioksidan
aktivitesinin g¢esitli in vitro testlerle aydinlatilmasi planlanmistir. Ekstraktlarin, fenolik
bilesiklerinin HPLC-DAD ile karakterizasyonu ile klorofil a, klorofil b, toplam
karetonoid, fenolik ve flavonoid igeriklerinin tayini testleri uygulanarak kimyasal
kompozisyonlari aydinlatilmaya ¢aligilmistir. In vitro antioksidan (radikal soniimleme)
aktivitelerini  belirlemek icin DPPH, ABTS®, hidroksil (.OH), (deoksiriboz
degradasyon testi) ve siiperoksit anyon radikali (O,") yakalama testleri ile oksijen
radikali absorpsiyon (ORAC) testleri uygulanmistir. Bitki ekstraktlarinin lipid
oksidasyon reaksiyonunu inhibe etme yetenegini 6lgen antioksidan aktivite testleri ise
tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren maddelerin (TBARS) takip edilmesi ile diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ve biiyiikkbas hayvan beyni lipozomlarinda (BBE) lipid
peroksidasyon inhibisyonunun 6l¢iilmesi testleri ile gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMASI
2.1. Dogal Antioksidan Ozellikli Bitkiler

Kanser ABD’de ve diger pek ¢ok iilkede en onde gelen 6liim nedenlerinden
ikincisidir. Akciger, kolon, prostat ve gogiis kanseri, kanser 6liimlerinin yarisindan
fazlasini olusturmaktadir. Kimyasal olarak énleme veya kemoterapinin dogal kaynakli
ajanlar iizerinden yapilmasi, bu kanser tiirlerinin tekrar oranini diisiirmek igin
kullanilabilecek bir yaklasim olabilir. Dogal olarak bulunan pek ¢ok ajan, biyolojik
kaynakli materyallerin kullanildig1 testlerde ve hayvan modellerinde antikanser
potansiyel gostermistir. Kanser gibi pek ¢ok kronik hastaligin risklerini azaltmak ve
ilerleyisini 6nlemek, viicudun dogal antioksidan savunma sistemlerinin arttirilmasi veya
etkisi kanitlanmis besinsel antioksidanlarca takviye alma ile miimkiin olabilir (Stanner
vd 2004). Iste bunlardan dolay1 potansiyel antioksidanlarin kesfi ve sentezi aktif
arastirma alanlarindan biridir.

Gida iireticileri pazarladiklar1 gidalarin besin degerini kaybetmesini engellemek
ve raf dmriinii uzatmak igin sentetik antioksidanlar kullanmislardir. Biitillenmis hidroksi
toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi islenmis gidalarda yaygin
olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin yan etkileri olup kanserojen olduklar
belirlenmistir (Ito vd 1983). Son yillarda, gidalarda ve diger biyolojik materyallerde
bulunan dogal antioksidanlarin kullanimi, giivenilirlikleri ve gida olarak tiiketildiginde
tedavi edici niteliklerinden dolayr biiylik ilgi ¢ekmistir (Ajila vd 2007). Yaklasan
gelecekte fonksiyonel gidalarin saglikli bir topluma ulagmak icin anahtar gorevi
gorecekleri tahmin edilmektedir. Meyveler, sebzeler, baharatlar ve tahillardan elde
edilen antioksidanlar oldukca etkilidir ve viicudun savunma mekanizmalari ile beraber
serbest radikallerin girisimini azaltir (Kahkonen vd 1999, Wolfe vd 2003). Dogal
antioksidanlar temel olarak fenolik bilesikler (flavonoidler, fenolik asitler ve alkoller,
stilbenler, tokoferoller, tokotrienoller), karotenoidler ve askorbik asit formundadir. Son
20 yildan daha uzun bir siirede, diyetsel, kozmetik ve farmasétik kullanimlar i¢in dogal
antioksidanlarin arayisi temel endiistriyel ve bilimsel arastirma alani olusturmustur.
Ozellikle ekonominin bozuk oldugu, fakirlik ve aglik gibi durumlarin yogun yasandig
gelisen iilkelerde bitki kaynakli antioksidanlarin degerlendirilmesi, saglik bakimi ile
ilgili masraflar digiirebilir.

Bitkiler fotonlar ve ROS (reaktif oksijen tiirleri) tarafindan yaratilan oksidatif
baskinin Onlenmesi amaciyla O6nemli miktarlarda antioksidanlar igerdigi igin,
antioksidan aktiviteye sahip yeni bilesikler bakimindan potansiyel birer kaynaktir. Tiim
modern ilaglar orijinal olarak geleneksel bitkisel kaynaklardan tiiretilmislerdir. Bunlarin
hepsi, hem sentetik ilaglar hem de izole edilmis dogal bilesikleri kullanan geleneksel
tibbin olusturulmasi i¢in ortaya ¢ikmistir. Daha 6nce yapilmis fitokimyasal ¢aligsmalar,
bitkilerin temel kimyasal bilesenleri arasinda esansiyel yaglar, flavonoidler, terpenoidler
ve mono- ve seskiterpenlerin yer aldigin1 gostermistir (Ohira vd 1998, Kilani vd 2005).
Tibbi bitkilerin iyilestirici 6zellikleri tipik olarak fenolik igeriklerine, en ¢ok da
flavonoidler ve fenolik asitlere baglanmaktadir (Amaral vd 2009). Bitkisel kaynakl
antioksidanlar veya ilaglar gibi iiriinlerin tercih edilmesinin nedenleri arasinda sentetik
karsitlarina kars1 daha giivenli olarak algilanmalari, kismen daha ucuz olmalari, yiiksek



derecede tolere edilebilmeleri ve pek ¢ok hasta i¢in oldukc¢a uygun olmalar1 gelmektedir
(Cai vd 2007).

ABD’de yapilan arastirmalar ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek igin bitkileri
kullanan yetigkin oraninin 1990’da %3’den 1997°de %12’ye ve 2001°de %21’e ¢iktigini
gostermistir (Bent ve Ko 2004). Diger ¢alismalar 2002°de Amerika’daki yetiskinlerin
%19’unun bitkisel terapi uyguladigini, bunun da toplam 38 milyon kisiye tekabiil
ettigini ortaya cikarmigtir (Tindle vd 2005). Yine bir arastirmaya gore 2009’da
Avrupa’da tiim kisisel bakim {iriinlerinin %3 iinii dogal ve organik {riinlerin
olusturdugu belirlenmistir. Bu, kismen kii¢iik bir oran iken %20 lik bir biiylime
gostermistir. Almanya gibi bazi iilkelerde dogal ve organik kisisel bakim iiriinlerinin
2012°de %10 a ulasacagi beklenmektedir. Bu dogal ve/veya organik katki pazarinin
temel itici faktord, tiiketicinin daha saglikli olan organik ve ekolojik iiriinlere talebidir.
Kisisel bakim iiriinlerinde kullanilan botanik icerikler; bitki ekstraktlari, tentiirler,
vakslar, bitkisel yaglar, lipidler, bitki karbohidratlar1 ve esansiyel yaglar gibi ¢esitli
preparatlar veya biyolojik aktiviteye sahip vitaminler; antioksidanlar ya da diger
maddeler gibi saflastirilmis bitki bilesenleri igerebilir. Bu igerikleri saglayan bitkilerin
cesitliligi baglica gidasal bitkiler (bakliyatlar, meyveler, bitkiler, kokler, baharatlar vb.)
den geleneksel ilaclar ve formiilasyonlarda kullanilan sifali otlara ve c¢aylara kadar
dagilabildigi gibi ekzotik bitkiler ve onlarin igeriklerine kadar uzanabilir.

2.2. Tibbi Bitkilerin Prooksidan ve Toksik Ozellikleri

Bitki preparatlarinin  giivenilirlik degerlendirmesi bitkinin cografi orijini,
bliyime sartlar1 ve iiretim proseslerinin etkisinden dolayr komplike hale getirilir
(Harrigan vd 2010, Batista ve Oliveira 2010). Ekstraksiyon gibi prosesler giivenilirligi
ve bitki kaynakli igeriklerin kompozisyonunu degistirebilir. Bu yiizden bitkisel
iceriklerin fitokimyasal karakterizasyonu, giivenilirligin degerlendirilmesi i¢in kritiktir.

Bitkilerin insanlarca kullanimi ve insanlara temasi; bocekler, otgul hayvanlar ya
da hastaliklara karsi bitkilerin dogal savunmasi olan bir dizi sekonder bitki
metabolitlerine maruz kalmaya neden olabilir. Karotenoidler, askorbik asit ve diger
vitaminler gibi bitki bilesenlerinin besinsel degere sahip olmasma karsin,
izotiyosiyanatlar, indoller, alkaloidler, siyanidler ya da fenoller gibi bilesenlerin
potansiyel toksisiteleri olabilir (Essers vd 1998). Tibbi bitkiler genellikle antioksidan
aktivitelerinden dolayr o6vgii gormesine ragmen, prooksidan etkilerini isaret eden
bulgular da mevcuttur (Tang vd 2004, Halliwell 2007). Tibbi bitkilerin ve bunlardan
elde edilen firiinlerin kullanimina baglanan toksisite zaman zaman rapor edilmistir
(Sardesai V.M. 2002, Chan K. 2003). Bunun sebeplerinden bazilar1, kiiltiirleme, hasat
sonras1 prosesleme, depolama, katkilama ya da yanlis kullanimdan dolayr toksik
kimyasallarla kontaminasyondan olabilir (Chan K. 2003). Cu ve Fe gibi gecis
metallerinin varliginda belirli kosullarda bitki fenolikleri prooksidan o6zellik gosterme
gibi bir potansiyele sahip olabilir. Bu metal iyonlarinin varliginda fenolik bilesiklerden
tireyen kararli fenoksil radikallerinin lipid peroksidasyonunu baslatict etkileri rapor
edilmistir (Sakihama vd 2002). Yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olup ayn1 zamanda
toksisite testlerinde oldukg¢a toksik oldugu bulunan bitki tiirleri de mevcuttur (Miiller-
Waldeck 2010). Yukarida bahsedilen durumlarin varligi gercek olsa da genel olarak



bitkilerin sentetik esdegerlerine kiyasla daha giivenli kaynaklar oldugu kabul
edilmektedir.

2.3. Daphne Gnidioides ve Daphne Sericea

Tiirkiye zengin bitki Ortiisii ile bitkisel ilaglar konusunda c¢alisma sansina sahip
bir iilkedir. Yillik tiirleri igeren, diinyanin tropikal ve iliman bdlgelerinde yayilis
gosteren Thymelaeaceae familyasinin iiyelerinden biri olan Daphne cinsi, Davis’in
Tirkiye florasinda 7 tiirii ile kayithidir. Bu 7 tiir Anadolu’da dogal olarak yetismektedir
(Heywood 1979, Tan ve Davis 1982,). Bugiline kadar yapilan pek ¢ok arastirmada,
Daphne tiirlerinde baslica flavonoid, kumarin, steroid ve terpenik yapida maddelerin
varligindan séz edilmistir (Doganca ve Apak 1986, Ulubelen vd 1990). Ozellikle
bitkinin terpenik yapidaki bilesikler bakimindan zengin olduklar1 bilinmektedir.

Daphne tiirleri pek c¢ok biyolojik ve farmakolojik 0Ozellige sahiptir. Bu
ozelliklere balgam soktiirme, terletme, eklem agrilarini azaltma ve tenya 6ldiirme gibi
olumlu etkileri sayilabilir. Hatta topal hayvanlarin tedavisinde de kullandiklar
bilinmektedir. Bunlarin yaninda dis agrilarinda, kan kanserinde, mide ilseri tedavisinde
ve deri hastaliklarinda kullanimlar: da literatiirde bulunmaktadir (Grieve ve Leyel 1967,
Ulubelen vd 1986, 1990, Murakami vd 1992). Daphne tiirleri zehirli bitkiler olarak
bilinmektedir. Meyvenin birka¢ tanesinin ve kabugun birka¢ graminin insan, kdpek ve
atlarda oldiiriicti oldugu rapor edilmistir (Stout vd 1970). Bu tiiriin tim kisimlar1 eksi,
ac1 ve tahris edici regine sebebiyle tehlikelidir. Bu nedenle bu bitkilerin dahilen
kullanimlarindan kaginilmalidir.

2.3.1. Daphne gnidioides

Daphne tiirlerinden D. gnidioides L. Jaub & Spach, 0,5-2 m boyunda erekt bir
caliliktir. Dallar1 kahverengi veya grimsi olup yapraklidir. Yapraklar: neredeyse sapsiz,
dar elips ya da ters mizraksidir. Cigekler ugta 3-12 adet kiime seklindedir. Oval
seklinde, 5-7 mm, turuncu-kirmizi meyveleri bulunmaktadir. Cigeklenme zamani
mayistan agustosa kadar olup dogal ortami kiregtasi ugurumlari, kumtagi kayaliklar ve
volkanik topraklardir. Cok yillik bir bitkidir ve endemik degildir. Tiirkiye’de dagilimi
Gliney ve Gilineybati Anadolu’dur (Tan ve Davis 1982). Bulundugu yiikseklik 0-1150 m
dir. Istilac1 bir bitki tiiriidiir. D. gnidioides’in i¢inde karakterize edilen fenolik yapidaki
bilesikler arasinda apigenin-7-glukozit, luteolin-7-glukozit, luteolin-4-glukozit,
izoviteksin ve kersetin-3-glukozit bulunmaktadir. Izole edilen kumarinler ise dafnin,
dafnetin, dafnetin-8-glukozit, dafnoretin ve eskulindir. B-amirin, p-sitosterol ve
sitositeril-3-p-glukozit de bitkide tanimlanmis terpenik yapidaki bilesiklerdir (Ulubelen
vd 1986).

2.3.2. Daphne sericea

Diger bir Daphne tiirii olan D. sericea L. Vahl 30-100 cm boyunda dik
calilardan olusmaktadir. Geng siirgiinler ve dallar kirmizimsi-kahverengi renkli, tiiylii;
yash dallar tiiysiiz, kabuk ise gri renklidir. Yapraklar sapli veya kisa sapli, eliptik veya
eliptik ters mizraks1 olup, kiit veya genis keskin sivri u¢ludur. Cigekler 5-10°1u kiimeler
halinde olup, kokuludur. Meyvesi yumurtamsi, 5-6 mm ¢apli ve portakal kirmizisi



renklidir. Bu tiir kuzeybati, bat1 ve Giiney Anadolu’da yayilis gosterir. Yetisme ortami
olarak deniz seviyesi ile 1500 m arasindaki kirectasi kayaliklarini, kizilgam ormani
acikliklarim1 ve makilik alanlar tercih eder. Cigeklenme zamani subat ve mayis aylari
arasidir. Dogu Akdeniz kokenli olup Kuzeybati, Bat1 ve Giiney Anadolu ile Italya,
Sicilya, Girit, Latakya ve Liibnan yayilighdir.

Yukarida bahsedilen tiirlerin hem dahilen hem de haricen kullanimina dair
bilgiler bulunmaktadir. Ancak dahilen kullanimlarinin toksik etki yaratmasina dikkat
¢ekilmistir. Bunun yaninda, Daphne’nin baz tiirleri kanser tedavisi igin kullanilmigtir
(Kupchan ve Baxter 1970, Stout vd 1970, Ulubelen vd 1986). Bitkinin pek ¢ok ¢esitli
farmakolojik 6zelliginin yaninda antikanser ozelligi ile iliskili antioksidan aktivite
gosterip gostermedigi konusunda yapilmis detayli bir c¢alisma bulunmadigi literatiir
taramasi Ssonucu anlagilmistir. Antioksidan aktivitesi incelenmesi planlanan D.
gnidioides ve D. sericea tiirlerinin bu etkiyi gosterdiginin belirlenmesi durumunda, bu
tiriin rapor edilmis toksik ekileri bulunmasma ragmen, diyetsel olmayan harici
kullanimim1  gii¢lendirici bilgiler edinilebilir. Yukarida sayilan c¢esitli biyolojik
aktiviteler yaninda bu tiirlerin antioksidan aktivite derecesi aydinlatildig: taktirde bitki
ekstraktlarinin ¢esitli preparatlarda haricen kullanilabilirligine yonelik yararli bilgiler
elde edilebilir. Ayrica asagida sayilan ve antioksidan aktiviteden sorumlu olabilecek
baz1 fenolik bilesiklerin varligi rapor edilmis olsa da D. gnidioides ve D. sericea
tiirlerinde detayl1 fenolik bilesen iceriginin rapor edildigi bir calismaya rastlanmamastir.

2.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Antioksidan maddeler oksidasyon sonucu olusabilen serbest radikallerin
olusmasmi engelleyen veya onlar1 etkisiz hale getirebilen molekiiller olarak
tanimlanabilir. Serbest oksijen radikalleri (Cizelge 2.1.) kolayca reaksiyona giren,
hidroksil (OH--), peroksil (ROO-), siiperoksit (O;"), hidrojen peroksit (H,O;) gibi
oksijen iceren kararsiz yapidaki bilesiklerdir. Radikalik bilesenlerin insan hiicre
yapisinda deformasyona, gen bozulmalarina sebep oldugu yaslanmaya ve kansere kars1
viicudun direncini diisiirdiigli pek cok kaynak tarafindan dile getirilmektedir.

Oksidasyon ajanlar1 nedeniyle hidrojen veya elektron transferinin gézlemlendigi
kimyasal reaksiyonlar oksidasyon olarak adlandirilir. Proteinlerin, lipidlerin,
karbonhidratlarin oksidasyonu sonucu olusan, dis orbitalinde eslesmemis elektron
iceren serbest radikaller, birbirini takip eden bir zincir reaksiyon baglatirlar ve bu
reaksiyonlar prooksidan-antioksidan dengesizliginden dolay1 oksidatif strese yol agarlar.
Reaktif azot ve oksijen tiirlerinin indiikledigi oksidatif reaksiyonlar, hava kirliligi,
radyasyon gibi ¢evresel kaynakli veya solunum prosesi gibi dogal metabolizmik
etmenlerle meydana gelerek istenmeyen {irlinleri olustururlar (Aruoma ve Cuppett
1997).

Dogal ve yapay olarak bulunan antioksidan maddelerin oksidasyonla savasirken
temel iki gorevi vardir;

e Hedef alinan serbest radikalin olusumunu engelleme
e Olusan serbest radikalleri kararli hale getirme.



Cizelge 2.1. Reaktif azot tiirleri (RNS) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikalik olmayanlar Radikalikler
Diazot tetraoksit (N2O4) ) B
Diazot trioksit (N,O3)
Nitroksil anyon (NO")
Nitroksil katyon (NO™) Reaktif Nitrik dioksit (NO)
Nitroz asit (HNO) ___ Azot Tirleri Azot dioksit (NOy)

Peroksi nitrit (ONOO)
Peroksi nitréz asit (ONOOH)
Nitronyum katyonu (NO;-)
AlKil peroksinitritler (ROONO)

Ozon (O3) Superoksit (0;7)
Hidrojen peroksit (H202) Reaktif Hidroksil (OH)
Hipoklordz asit (HOCI) = Oksijen Tiirleri — Peroksil (ROy)
Hipobromoz asit (HOBr) Alkoksil (RO)
Singlet oksijen Hidroperoksil (HOy)

—

Birincisinde “engelleyici” olarak isimlendirilen antioksidanlar ROS nin
olusumunu onlerler veya oksidasyonun baslamasindan sorumlu olan tiirleri (O;", 102
vb.) yakalarlar. Ikinci durumda, zincir kiran olarak bilinen antioksidanlar radikalik
oksidasyon ilerleticileriyle (ROO’) etkilesime girerek zincir ilerlemesinin
durdurulmasinda rol oynarlar. Antioksidanlarin lipidlerin peroksidasyonunda da rol
aldig1 bilinmektedir. Lipidlere ait reaksiyon zinciri asagidaki gibidir;

H,0

Baglangic basamagi RH + OH N R

Doymamus lipid

Ilerleme basamagt R + 0, — > ROO'
Lipid peroksi radikali

Peroksit olusumu ROO +RH —> ROOH
Lipid peroksit

Antioksidanlarin oksidasyonu engellerken ve olusan radikalleri etkisiz hale
getirirken izledikleri yontemler asagidaki gibidir;

1. Siiptirme etkisi (Scavenging): Antioksidan enzimlerin uyguladigl bir yontem
olup mevcut oksidanlar etkisizlestirilirken daha zayif molekiile doniistiiriiliir.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Vitaminler ve flavonoidlerin uyguladigi bir
yontem olup mevcut oksidanlar bir hidrojen baglanarak inaktive edilir.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Inaktivasyon agir
metallerin, seriiloplazminin ve hemoglobinin oksidanlari kendilerine baglamasi ile
meydana gelir.



4. Onarma etkisi (Repair): Oksidasyon sonucu zarar gormiis biyomolekiil
antioksidanlar tarafindan onarilir (Gokpinar vd 2006).

Bir antioksidan maddenin aktivitesinin degerini belirleyen 6zellikler ise;
Serbest radikal olusumunu engellenme yetenegi,

Olusan serbest radikalleri etkisiz hale getirme yetenegi,

Hidrojen veya elektron verici ajan olarak reaktivitesi,
Antioksidandan tiiremis radikalin etkinligi,

Diger antioksidanlarla birlikte reaktivitesi,

Gecis metali selatlama potansiyeli

SouhkwdE

2.4.1. Engelleyici antioksidanlar

Farkli oksidasyon baglaticilarinin bulunmasindan dolayr pek ¢ok farkl
engelleyici antioksidan etki mekanizmasi mevcuttur. Bunlar arasinda gegis metallerinin
selatlanmasi, singlet oksijen deaktivasyonu, ROS nin enzimatik detoksifikasyonu, UV
filtrasyonu ve prooksidan enzimlerin inhibisyonu yer almaktadir

2.4.1.1. Gegis metalleri ile selatlama

Iyon kompleks yapilarin kararliligini arttiran selatlamada, metal iyonlari ile
birden fazla bag yapma yetenegine sahip molekiiller gorev almaktadir. Gegis metali
selatlayicilart bakir, demir gibi metaller ile yeni kompleks yapilar olusturur ve
oksidasyonu engellerler. Ornek olarak ferritin ve transferrin demiri, albiimin ve
seruplazmin ise bakir1 selatlamaktadir. Etilendiamintetraasetikasit (EDTA), sitrik asit,
flavonoidler, fenolik asitler ve polifosfatlar da selatlama yetenegiyle bilinirler. Gegis
metalleri flavonoidlere iki noktadan baglanirlar. Flavonoidlerin baglanmasina 6rnek
olarak Sekil 2.1a’da B halkasindaki 3’,4’-dihidroksi pozisyonlarindaki o-difenolik
gruplar; flavonollarin baglanmasina 6rnek olarak ise Sekil 2.1b’deki flavonollerin C
olarak adlandirilmis halkadaki ketol yapilart olan 4-keto, 3-hidroksi veya Sekil
2.1c¢’deki A ve C olarak adlandirilmis halkalara bagli olan 4-keto ve 5-hidroksi yapilart
verilebilir (Rice-Evans vd 1997).

2.4.1.2. Singlet oksijen yakalayicilar

Dogadaki bilinen karotenoid sayisi 600 civarindadir. Yapilan arastirmalar
gostermistir ki karotenoidler singlet oksijen (‘O) yakalamada en etkin molekiillerdir.
Singlet oksijen yakalayicilarini iki gruba ayirabiliriz. Birincisi lutein, astaksantin (Sekil
2.2., b,c) gibi oksitlenmis fonksiyonel grup igerenler ksantofillerdir. Digeri ise saf
hidrokarbon yapidaki likopen ve p-karoten (Sekil 2.2a) gibi karotenlerdir. Ornek olarak
B-karotenin singlet oksijeni yakalama (sondiirme) prosesi verilebilir. Bu proseste (-
karoten 'O, nin enerjisini alir ve triplet oksijen 20,’e cevrilir (Foote ve Denny 1968).
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Sekil 2.1. Flavonoide (a) ve flavonollere (b,c) gecis metallerinin selatlanmasi
0, + p-karoten ——= 30, + B-karoten*
B-karotene gegen enerji ¢cevresel etkilesimler nedeniyle 1s1 olarak dagilir.
B-karoten* — [B-karoten + 1s1

Enerji transferi sonucunda bozunmus B-karoten molekiilii, disari 1s1 vererek yeni
bir *O, molekiiliinii yakalama dongiisiinii baslatabilir.

(a) p-karoten

(b) Lutein
OH
NN e T N S
H
(c) Astaksantin
0
OH

T T R T TR Ny R Ry

HO'
o]

Sekil 2.2. (a) B-karotenin, (b) luteinin, (c) astaksantinin yapilari



2.4.2. Zincir kiran antioksidanlar

Engelleyici antioksidanlar gibi zincir kiran antioksidanlar da oksidasyon sonucu
meydana gelen hasar1 Onlerler. Lipid peroksidasyonunda da etkindirler ve ROO
radikaline hidrojen atomu vererek zincir reaksiyonunu durdururlar. Fenolik bilesenler
olan zincir kiran antioksidanlar yapilarinda bir veya daha fazla sayida fenolik halka
icerirler. Yapilarindaki hidrojen atomu verme Kabiliyeti O-H bag enerjisi ile ters
orantilidir. Ayrica hedefe, yani ROO' radikalinin bulundugu yere dogru hareket
etkinligi de bag enerjisinde oldugu gibi zincir kiran antioksidanlarin etkinligini belirler.

a-tokoferol en gii¢lii dogal zincir kiran antioksidandir. Bu antioksidanin 2 adet
peroksil radikalini yakalayabildigi de arastirmalar sonucunda bulunmustur (Burton ve
Ingold 1981, Niki vd 1984). Sekil 2.3’te tokoferol ve tokotrienollerin yapilarini ve
Cizelge 2.2°de metil gruplarinin pozisyonlari ile tokoferol ve tokotrienoller arasindaki
iliski gosterilmistir.

tokoferol

Ry tokotrienol

Sekil 2.3. Tokoferol ve tokotrienoliin kimyasal yapilar

Cizelge 2.2. Metil gruplari ile tokoferol ve tokotrienollar arasindaki iliski

Metil gruplarinin pozisyonu Tokoferoller Tokotrienoller
5,7,8-trimetil a o
5,8-dimetil B B
7,8-dimetil Y Y
8-monometil d 5
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2.4.3. Enzimatik antioksidanlar

Antioksidanlar  smiflandirilirken  savunma  sekillerinin =~ enzimatik  olup
olmadiklar1 da dikkate alinir. Enzimatik antioksidanlara ornek olarak superoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve
glutatyon-s-transferaz (GST) verilebilir.

2.4.3.1. Superoksit dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz enzimi, superoksit anyonunun (O2") oksijen ve perokside
ceviriminde kataliz gorevini gormektedir. Bu enzim hemen hemen tiim aerobik solunum
yapan hiicrelerde ve hiicredist sivilarda bulunmaktadir. Ustiin superoksit radikali
yakalama giicline sahiptir (Scandalios 1993). Oksidatif strese karsi gozlemlenen ilk
savunma mekanizmasi olarak bilinir.

SOD
202-+2H+ —>H0,+ 0

2.4.3.2. Katalaz

Katalaz enzimi hidrojen peroksiti su ve oksijene ¢eviren bir enzimdir. SOD
katalizorliigiinde olusan hidrojen peroksit, HO' radikaline doniiserek oksidatif hasara
neden olmadan katalaz enzimi ile asagidaki reaksiyona gore parcalanmalidir.

katalaz
2H,0, —>2H,0+0,

2.4.3.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon; glisin, glutamate ve sistein gibi amino asitlerin sentezledigi suda
¢cozlinlir bir antioksidandir. Lipid peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerini dogrudan
noétralize edebilir. Ortamdaki hidrojen peroksitin glutatyon yardimai ile okside glutatyona
ve suya cevirimini saglar. Reaksiyon asagidaki gibidir.

GPx
H,O,+2 GSH —> GSSG +2 H,0
glutatyon

2.4.3.4. Glutatyon rediiktaz (GR)
GPx tarafindan katalizlenen reaksiyon sonucu olusan okside glutatyon, NADPH
varliginda indiiklenerek tekrar glutatyon haline ¢evrilmelidir. Reaksiyon asagidaki gibi

gergeklesir.

GSSG + NADPH + H* —>2 GSH + NADP*

11



2.4.3.5. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Lipid peroksitlere kars1 yiiksek aktivite gosteren glutatyon-s-transferaz, lipid
peroksitlerin asagidaki reaksiyona gore okside glutatyona ¢evrimini katalizler.

GST
ROOH +2 GSH ——> GSSG + ROH + H,0

2.4.4. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar E vitamini, C vitamini ve polifenolik
bilesikler, karotenoidler gibi dogal antioksidanlar ile BHT (butillenmis hidroksitoluen),
BHA (butillenmis hidroksianisol), NDGA (nordihidroguayaretik asit) ve alkil gallatlar
gibi sentetik antioksidanlar olarak kendi iginde iki gruba ayrilmaktadir. Enzimatik
olmayan antioksidanlar i¢in gidalar asil kaynaktir. Yaslanmay1 geciktirme, alerjik
hastaliklar1 1iyilestirme, kalp-damar hastalar1 ile miicadele gibi ¢esitli tedavi
yontemlerinde fenolik yapidaki antioksidanlarin oldukea etkili oldugu pek ¢ok kaynakta
rapor edilmistir.

2.4.4.1. C vitamini

C vitamini, yani L-askorbik asit, 6 karbonlu, 2. ve 3. karbonlarina enediol
gruplar1 bagli olan ve basit yapili bir vitamindir (Sekil 2.4). Dogal antioksidanlar
arasinda onemli bir yere sahiptir. Insan viicudunda sentezlenemedigi igin digaridan
besin yoluyla alinmas1 gerekmektedir. Turunggiller, yesil renkli sebzeler ile meyveler ve
tropik meyvelerde milimolar diizeyinde bol miktarda bulunur. Organizmada enzim,
kofaktor ve serbest radikallerin yakalanmasi gibi fonksiyonlar1 vardir. Zarar gormiis
hiicrelerin ve dokularin onarilmasinda ve lipid peroksidasyonunun Onlenmesinde,
kisacas1 oksidatif hasar1 6nlemek adina olumlu etkileri vardir (Conklin vd 1996).

HO

HO
O O

HO OH

Sekil 2.4. C vitaminin (L-askorbik asit) yapisi
2.4.4.2. E vitamini

E vitamini, tokoferol ve tokotrienolleri de igeren en temel yagda ¢oziiniir dogal
antioksidandir. 8 farkli izomerik yapida olup en yaygin bulunani a-tokoferoldiir Sekil

2.5). Radikal yakalama yeteneginden dolay1 kansere karst koruyucudur (Brigelius-Flohe
ve Traber 1999).
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CH,

H 3C O \\\\ C H 3

CHs CHy CHa
HO

CHs

Sekil 2.5. a-tokoferoliin yapisi

Iyi bir zincir kiran antioksidan olarak bilinen o-tokoferol, O,~, 102, LOO' gibi
radikalik tiirleri olduk¢a basarili bir sekilde etkisiz hale getirir. Sekil.2.6.’da a-
tokoferoliin lipid peroksidasyon mekanizmasi gosterilmistir. Olusan tokoferoksil
radikali reaksiyon baglatacak kadar etkin degildir.

CH-
HO
CHy
H4C O
CH.I- I:H 4 CH? CHI
CH,
a-tokoferal
LOO*
Lipid peroksil radikali
CIH_'j
0
® <4~ LOOH
H4C 07
CHy CHy CHy CHy
CH4
tokoferoksi radikali

Sekil 2.6. a-tokoferoliin lipid peroksil radikali ile reaksiyonu

2.4.4.3. Karotenoidler

Dogal bir pigment olan karotenoidler fotooksidatif bitkiler tarafindan
sentezlenmektedir. Iyi bir oksijen radikali yakalayicisi olan karotenoidler pek g¢ok
gidada yiizlerce ¢esit bulunmaktadir (Paiva ve Russell 1999). Karotenoidler bitkilerin,
meyve ve sebzelerin kirmizi, sar1 ve turuncu renklerinden sorumludurlar. Sadece
bakteriler, algler ve mantarlar karotenoidleri sentezlerler (Stahl ve Sies 2003). Singlet
oksijeni ve peroksil radikalini yakalayarak etkisiz hale getiren karoteoidler, molekiil
yapisinda konjuge cifte baglar bulunduran 40 karbonlu yapilardan meydana gelirler.
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Yapisindaki konjuge cifte baglar karotenoidlerin radikalleri yakalamadaki etki diizeyini
belirler. B-karotenin triplet enerji diizeyi 'O, ’ni yakalamak igin gereken enerji ile yakin
seviyededir. Likopen de bilenen bir karotenoiddir (Sekil 2.7)

Sekil 2.7. Likopenin yapisi
2.4.4.4. Polifenolik bilesenler

Polifenolik bilesikler adindan da anlasilacagi gibi yapisinda birden ¢ok fenol
halkas1 bulundururlar. Meyve, meyve suyu, ¢ay, kahve ve kirmizi sarap gibi bitkisel
veya bitkisel orijinli gidalarda bol miktarda bulunan polifenolik bilesenler, diger
antioksidan bilesenlere gore giinlilk beslenmemizde daha ¢ok yer alirlar (Scalbert vd
2005). Onbine yakin farkli fenolik bilesik oldugu tahmin edilmektedir. Polifenolik
bileseklerin en biiyiik alt grubu flavonoidler olarak bilinir ve bitkilerde glikozitler olarak
bulunurlar. Lipid peroksidasyonunun etkisini azaltici bir fonksiyoa sahip olan
polifenolikler singlet oksijeni siipiiriicli, indirgeyici, proton verici veya metal iyonu
selatlayict olarak gorev alirlar (Cadenas ve Packer 2002). CsC3Cy iskeletine sahiptirler.
A ve C halkalar1 aromatik iken C halkas1 heterosikliktir (Sekil 2.8).

Flavonoidlerin siiflandirilmasi iki sekilde olur, antosiyaninler ve antoksantinler.
Antoksantin grubunun alt gruplar1 ise flavonol, flavanol, flavon, izoflavon,
flavanonoldur. Antoksantinler hemen hemen renksiz iken antosiyaninler mor, mavi,
kirmizi renktedirler (Cadenas ve Packer 2002). Flavonoidlerin aktiviteleri farklidir. Bu
farkliligin nedeni hidroksil gruplarinin farkli baglanma sekilleridir (Rice-Evans vd
1997). Cizelge 2.3’de flavonoidlerin yapilarina gore siiflandirilmasi gériillmektedir.

Sekil 2.8. Flavonoidlerin genel yapist

Flavonlar kereviz, sogan, turun¢ kabuklarinda bol miktarda bulunurlar.
Apigenin, luteolin, krisin, orientin bu grubun tiyeleridir.
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Cizelge 2.3. Flavonoidlerin yapilarina gore gruplari

Yapisi Genel ad1 Siibstitiisyon
Flavon Krisin 5,7-dihidroksiflavon
Apigenin 5,7,4’-trihidroksiflavon
Luteolin 5,7,3°4’-tetrahidroksiflavon

Luteolin-4’-glukosit

5,7,3’-trihidroksi-4’-O-glukosit

Luteolin-7’-glukosit

5,3°,4’-trihidroksi-7-O-glukosit

© Orientin 5,7,3°4’-tetrahidroksi-8-C-glukosit
Flavonol Kamferol 5,7,4’-trihidroksiflavonol
Kersetin 5,7,3°4’-tetrahidroksiflavonol
o Miricetin 5,7,2°,3°,4’-pentahidroksiflavanol
Ramnetin 7-metoksi-5,3,4’-trihidroksiflavonol
Rutin 5,7,3°4’-tetrahidroksi-3-O-rutinosit
OH Kuersitrin 5,7,3°4’-tetrahidroksi-3-O-rhamnosit
o) Tamariksetin 4’-metoksi-5,7,3’-trihidroksiflavonol
Fisetin 7,3”,4’-trihidroksiflavonol
Flavan-3-Ol (+)-Katesin 5,7,3’,4’-tetrahidroksiflavan-3-ol
OH
(-)-Epikatesin 5,7,3°,4’-tetrahidroksiflavan-3-ol
HO O o
’ OH
(-)-Epikatesingallat 5,7,3’ 4 -tetrahidroksiflavan(-3-O-) gallat
OH
OH (-)-Epigallokatesingallat 5,7,3°,4°,5 -tetrahidroksiflavan(-3-0-) gallat
izoflavonlar
o)
Genistein 5,7,4’-trihidroksiizoflavon
O Daidzein 4’7-dihidroksiizoflavon
Flavanonol
OH

OH
L
H

(+)-Taksifolin

5,7,3,4’-tetrahidroksiflavanonol

Silibinin

Malvidin o-metillenmis
Siyanidin 3-hidroksiantosiyanidin
Delfinidin 3-hidroksiantosiyanidin

Pelargonidin

3-hidroksiantosiyanidin

Peonidin

o-metillenmis

Petunidin

o-metillenmis
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OH O OH O
(a) Apigenin

HO O

OH O
(c) Krisin (d) Orientin
Sekil 2.9. (a) Apigenin, (b) luteolin, (c) krisin ve (d) orientinin yapilari
Flavonoller lahana, elma ve 6zellikler ¢ayda bol miktarda bulunurlar. Kamferol,

kersetin, mirisetin, ramnetin, rutin, tamariksetin ve fisetin bu grubun tyeleridir (Sekil
2.10).

OH O OH © OH O

HO o}
|
( WA,

OH O Q
H3C O
HO
OH O "o o
(d) Ramnetin (e) Rutin

Sekil 2.10. (a) Kamferol, (b) kersetin, (c) mirisetin, (d) ramnetin, () rutin yapilar.
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(F) Kersitrin

(g) Fisetin

Sekil 2.10°’nun Devamu. (f) kersitrin ve (g) fisetin yapilari.

Flavan-3-ol ¢ayda ve sarapta bol miktarda bulunur. Bu grup tyeleri kategin,
epigallokategingallatlardir  (Sekil

epikategin, epikategingallat,
indirgenmis tlirevleridirler.

OH
ﬁ““@
: OH

OH

HO 0]

OH
(a) Kategin
OH
OH
o
OH OH
HO 0”7
OH
OH

(c) Epikatecingallat

OH
HO O ‘\\\
a OH
"0H
OH _
(b) Epikategin
OH
OH
HO O “‘\\
: OH
"o
OH OH
O
OH
OH

(d) Epigallokatecingallat

Sekil 2.11. (a) Kategin, (b) epikategin, (c) epikategingallat,
(d) epigallokategingallatin yapilar

Izoflavonlar soya fasulyesinde bol miktarda bulunur. Genistin ve daidzein bu

grubun tiyeleridir (Sekil 2.12).

17

Flavonlarin



HO 0 HO
%'
OH O O ok

(@) Genistin (b) Daidzein

Sekil 2.12. (a) Genistin ve (b) daidzeinin yapilari

Flavanonoller grubunu en 6nemli {iyeleri taksifolin ve silibinindir (Sekil 2.13).
Portakal, limon, turung gibi meyvelerin kabuklarinda bol miktarda bulunurlar.

OH .
HO 0 oH 0~ L l A O -~ OH

OH Ho™ ™ HO" ™y
OoOH O o 0OH
(@) Taksifolin (b) Silibinin
Sekil 2.13. (a) Taksifolin ve (b) silibinin yapilari
Antosiyaninler bitkilerde kirmizi ve mavi rengi veren en biiylik gruptur.

Malvidin, siyanidin, apigenidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin bu grubun
tyeleridir (Sekil 2.14).

OCH, OH

OH
OH OH
/
HO 0
OCH; ; O ‘ _
OH
OH
OH

(a) Malvidin (b) Siyanidin (c) Apigenidin

Sekil 2.14. (a) Malvidin, (b) siyanidin, (c) apigenidin yapilari
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OH
(d) Delfinidin (e) Pelargonidin (f) Peonidin

Sekil 2.14’tin Devamu. (d) delfinidin, (e) pelargonidin, (f) peonidin yapilari

Fenolik asitler fenolik bilesiklerin bir alt sinifi olarak degerlendirilebilir. Fenolik
asitlerin yapisinda adindan da anlasilacagi gibi karboksilik asit grubu bulunmaktadir.
Kendi i¢inde hidroksisinamik ve hidroksibenzoik yapilar olarak 2 gruba ayrilirlar. Bu
iki yapida temel iskelet ayni iken bagli olan hidroksil gruplarinin yeri ve sayisi
degismektedir (Sekil 2.15. Robbins R.J. 2003). Fenolik asitler gidalarda flavonoidler ve
antosiyaninlerden daha fazla bulunur ve tiiketilirler (Rice-Evans vd 1997).

O

O
i _)L— )’I\
R X X =1y OH X= %" “om
Hidroksisinamik Hidroksibenzoil
R4 R>
R3

Temel fenolik asit yapist
Sekil 2.15. Temel fenolik asit, hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asit yapilari

Genellikle serbest halde bulunan hidroksisinamik asitler, meyve ve sebzelerde
diisiik miktarlarda bulunurlar. Bu diisiik miktarlar1 da alkollerle etkileserek olusturdugu
ester formatindadir (Spanos ve Wrolstad 1992). Bu asit tiirii bitkilerin hiicre duvarina
katilirlar (Heller ve Forkmann 1993). p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit (Sekil
2.16), izoferulik asit ve sinapik asit baglica hidroksisinnamik asitlerdendir.

0 0 O

~">oH O N

" "OH OH

HO
HO OH HO

(@) p-kumarik asit (b) kafeik asit (c) ferulik asit

Sekil 2.16. (a) p-kumarik asit, (b) kafeik asit ve (c) ferulik asit yapilari
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Salisilik asit (Sekil 2.17 a), m-hidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit, gallik
asit (Sekil 2.17 b), protokategi asit, vanilik asit (Sekil 2.17 c¢), sirincik asit ise
hidroksibenzoik asit grubunun baslica tiyeleridir.

OH @)
Q HO OH
OH
OH
OH HO
COOH OCHjs
(@) salisilik asit (b) gallik asit (c) vanilik asit

Sekil 2.17. (a) Salisilik asit, (b) gallik asit ve (c) vanilik asit yapilari.
2.4.4.5. Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA)
islenmis gidalarda yaglarin, kokularin ve renklerin bozulmasini engellemek amaciyla
eklenen, yaygin bir sekilde kullanilan sentetik antioksidanlardandir (Ito vd 1983).
Yagda c¢ozinen bu iki sentetik antioksidan bazi kullanicilarda alerjik etki
gosterebilmektedir. BHA iki izomerik yapinin karigimidir (Sekil 2.18). Bu yapilar 2-
tert-butil-4-hidroksianisol ve 3-tert-butil-4-hidroksianisol diir. Aromatik halka serbest
asitleri yakalayabilme yetenegine sahiptir. BHT’nin yapist da Sekil 2.19’da
goriilmektedir.

~0 0

OH OH
(a) (b)

Sekil 2.18. BHA izomerik yapilar (a) 2-tert-butil-4- hidroksianisol, (b) 3-tert-butil-4-
hidroksianisol

OH

Sekil 2.19. BHT nin yapis1
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2.4.4.6. Nordihidroguareyetik asit (NDGA)
NDGA’nin (Sekil 2.20), peroksinitrit, singlet oksijen, hidroksi radikali gibi baz1
reaktif oksijen tiirlerini yakalayarak hiicre duvarinda bozulmayr o6nledigi

diisiiniilmektedir. Diger yapay antioksidanlar gibi gidalara koruyucu madde olarak
eklenir. Toksisitesi konusunda ¢aligmalar yapilmaktadir (Lu vd 2010).

HO O
OH
OH
Sekil 2.20. Nordihidroguareyetik asit (NDGA) yapist

2.4.4.7. Gallatlar

Yaglarin oksidasyonunu engellemek icin kullanilan gallatlar, gallik asitin
esterlesmesi ile olusmaktadir. En yaygin kullanilani propil galattir (Sekil 2.21). Suda
¢Oziiniirligl diisiik ve 1stya dayanimi azdir. Yapisindaki 3 hidroksil grubu onu oldukca
reaktif yapmaktadir.

OH
HO

@)
HO \/\
O

Sekil 2.21. Propil gallat yapisi
2.4.4.8. Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ)

TBHQ (Sekil 2.22) genellikle doymamis bitkisel yaglarin raf Omriiniin
uzatilmasinda kullanilmaktadir. BHA ile birlikte uygulanabilmektedir.
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HO OH

Sekil 2.22. Tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) yapisi
2.5. Antioksidantlarm Aktivitesini Ol¢mek I¢cin Kullanilan Bazi Metotlar

Antioksidanlarin radikallerin aktivitesini gidermek icin kullandigi mekanizma
iki tlrlidir. Bu mekanizmalar hidrojen atomu transferi (HAT) ve tek elektron
transferidir (TET). Bu yontemlerin kinetigi farkli olsa da reaksiyonun sonucu ayni
olmaktadir. HAT bazli metotlar tipik olarak ortama hidrojen vererek serbest radikalleri
bastirmak yontemiyle calisirlar.

X +AH — XH+ A"
X: radikal, AH: antioksidan

HAT metotlar1 pH ve ¢0Oziicli bagimsiz olarak olduk¢a hizli bir sekilde
gergeklesir (Prior vd 2005).

TET bazli metotlarda ise metal, karbonil ve radikal igeren bilesenlere bir
elektron gonderilerek indirgenmesi saglanir ve antioksidan yeteneginin varlig dl¢iliir.
Yavas gerceklesen TET metotlarinda antioksidan kapasite Ol¢iimleri, peroksidasyon
sonucu tirlin rengindeki yiizde azalmanin kontroldeki degisime gore kiyaslanmasiyla
hesaplanir (Prior vd 2005).

X' +AH —> X'+ AH”
X: radikal; AH: antioksidan
2.5.1. DPPH' radikali yakalama aktivitesi

Bitki 6rnekleri igin en ¢ok kullanilan antioksidan aktivite test yontemlerinden
biridir. Bu metodun temeli, DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazylstabil) radikalinin
antioksidan bilesiklerce soniimlenmesine, dolayisiyla 515-525 nm arasindaki DPPH
radikalindeki absorpsiyonun diisiiriilmesine dayanmaktadir (DPPH’in yapisi ve
antioksidan tarafindan s6niimleme mekanizmasi Boliim 3.9°da verilecektir). Belli bir
konsantrasyonda hazirlanan DPPH' ¢ozeltisi hidrojen atomu verebilecek bir maddeyle
karistirildiginda radikalin indirgenmis formu agiga ¢ikar ve bunun sonucu olarak DPPH
radikalinin koyu mor olan renginde bir agilma goriiliir. Baslangictaki DPPH' radikal
absorbansinda %350 lik bir azalma olmasi icin gerekli antioksidan konsantrasyonu ile
materyalin antioksidan aktivitesi belirlenir ve ICs ile ifade edilir. Asagida bununla ilgili
olarak temsili bir reaksiyon verilmistir.
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DPPH + A-H — DPPH-H + A (A-H: antioksidan molekiilii)
2.5.2. ABTS" radikal katyon yakalama aktivitesi

Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) testi Re vd (1999) tarafindan
rapor edilmistir. Bu test, 660, 734 ve 820 nm de maksimum absorpsiyon gosteren 2,2’-
azinobis  (3-etil-benzothiazoline-6-sulfonate) radikal katyonunun absorbansinin
antioksidanlarca inhibisyonuna dayanmaktadir. Deneyler, ABTS nin potasyum
persiilfatla oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ABTS™ renkli kromoforundaki renk kaybi
takip edilerek yiirttiiliir. Test hem hidrofilik hem de lipofilik bilesiklere uygulanabilir.
ABTS™ ¢ozeltisi seyreltilir ve bitki ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlarinm, 1 mL
ABTS™ c¢ozeltisi ile karistirlmasindan hemen sonraki 10 dakika iginde absorbans
Olciiliir. Vitamin E’nin suda ¢0ziinilir analogu olan troloks bu testte referans standart
olarak kullanilmaktadir.

2.5.3. Hidroksil radikali (OH) yakalama aktivitesi (deoksiriboz degradasyon) testi

‘OH radikali, yiiksek oksitleme giicli ve pek ¢ok biyoorganik substratla verdigi
cok yiiksek oksidasyon hizi sebebiyle oksidatif baskiya sebep olan en yikici tiirdiir. Bu
nedenle bu radikallerin islevlerinin engellendigi bir canli igi sistem gelistirmek
imkansizdir. Literatiirde hidroksil olusumuna yol agan farkli sistemler oldugu rapor
edilmistir (Moore vd 2006). Bunlardan biri tamponlanmig ortamda (pH 7,4)
gerceklestirilen standart Fenton reaksiyonudur. Bu reaksiyonda Fe**/EDTA/askorbik
asit/H,0O5 rol almaktadir.

Fe** + H,0, — Fe** + OH + OH

Bu reaksiyon sonucu agiga ¢ikan ‘OH radikalleri i¢in antioksidan molekiillerinin
yarismasi beklenir. Reaksiyon karigiminda bulunan antioksidan molekiillerinin aktivitesi
ve konsantrasyonuna karsi yine ortamda bulunan 2-deoksi-D-riboz un degradasyonu
sonucu olusan parcalanma iriinlerinin konsantrasyonu spektrofotometrik yollarla takip
edilir. Olusan tiriinlerin reaksiyon karigimina ilave edilen 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
90-100°C’de 1sitilmasi 532 nm de takip edilebilen pembe renkli kromojen grubun
olusumuna neden olur (Mangalhaes vd 2008).

2.5.4. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) testi

Test, AAPH (2,2’-azobis (2-amidino-propan) dihidrokloriir)’nin termal
ayrigsmasi ile olusturulan peroksil radikali ile indiiklenen oksidasyonun inhibisyonuna
dayanir. Testte olusan peroksil radikali floresan olmayan bir iirlin olusturmak {izere
floresan bir prob (6rnegin fluorescein) ile reaksiyona sokulmaktadir. Bir antioksidanin
aktivitesinin hesaplanmasi, floresanin bozulma egrilerinin altinda kalan net integre
edilmis alanlardan yapilir. Testin avantajlar1 arasinda antioksidan aktivitenin
degerlendirilmesine inhibisyon siiresi ve inhibisyon derecesinin katilmasi yer
almaktadir. Bu testle ilgili son giincellemeler prob olarak fluoresceinin kullanilmasi ve
bir maddenin lipofilik, hidrofilik ve toplam antioksidan kapasitesini Ol¢ebilme
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olasiligidir. Bu test genelde spektrofotometrik olarak uygulanmasina ragmen testin
kromatografik sisteme adapte edildigi bir ¢aligma da mevcuttur (Bentayeb vd 2009).

2.5.5. Siiperoksit radikali (O, ") yakalama aktivitesi

Stiperoksit radikal anyonu (O;") oksijen molekiiliine bir elektronun verilmesi ile
olusur. Bu radikal cesitli metabolik prosesler ya da radyasyonlanma ile oksijenin
aktivasyonu sonucu olusur (Vinson vd 1995). O," yakalama kapasitesinin belirlenmesi
icin kullanilan analitik metotlardan biri enzimatik olmayan yolla gergeklestirilen fenazin
metosiilfat (PMS)’1n nikotinamid adenindiniikleotid (NADH) ile olan reaksiyonunu esas
alir. Bu reaksiyon sonucu agiga ¢ikan Oy nitrobluetetrazolium (NBT)’u, formazana
indirgemektedir ve bu da spektrofotometrik olarak 560 nm de izlenmektedir
(Handelman vd 1999). Antioksidan bilesikler O, ig¢in NBT ile yarigirlar ve reaksiyon
hizini distirtirler.

2.5.6. Lipid oksidasyon inhbisyonunun gida lipidlerinde 6l¢iimii; Tiyobarbitiirik
asitle reaksiyona giren maddeler (TBARS) testi

Bu test, lipid hidroperoksitlerinin ayrigsmasiyla ac¢iga ¢ikan ikincil {irlinlerin yani
malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) in reaksiyonuna dayanir. Bu
reaksiyon sonunda 532 nm’de maksimum absorbansa sahip kirmizi kromofor agiga
cikar. Serbest yag asitleri, diisik yogunluklu lipoprotein (LDL), hiicreler veya
dokulardan alan sivilar (idrar, serum) gibi pek cok oksitlenebilir substrat TBARS
testinde kullanilmigtir. MDA 06zellikle linolenik asit gibi en az ii¢ tane ¢ift bag iceren
yag asitlerinin oksidasyonu sonucu agiga ¢ikmaktadir. Ancak bu bilesik linoleik ve oleik
asidin ayrigma Triinlerinin daha ileri oksidasyonu sirasinda da olusabilmektedir
(Laguerre vd 2007).

2.5.7. Lipid oksidasyon inhibisyonunun biyolojik olarak énemli lipitlerde 6l¢iimii

Tez c¢alismasinin amaclarindan biri, calisilmast planlanan bitki ekstraktlarinin
lipid peroksidasyonunu inhibe etme yeteneginin, gida lipidleri yaninda, organizmadaki
biyolojik ¢evreyi yansitan 6nemli lipidlerde de Slgiilmesi oldugundan, bu ekstraktlarin
LDL ve biiyiikbags hayvan beyni ekstraktindan (BBE) hazirlanan lipozomlarda
oksidasyonu 6nleme yeteneginin incelenmesi planlanmistir. LDL ve mikrozomlar gibi
dogal membran yapilar (biyolojik ortamlarm o6ziitleri) veya lipozomlar gibi model
yapilar bu amagla en ¢ok kullanilan substratlardir (Laguerre vd 2007).

2.5.7.1. LDL oksidasyonu inhibisyonunun o6l¢iilmesi

Hem lipid hem de protein fraksiyonlarindan meydana gelen serbest radikallerce
olusan oksidatif reaksiyonlar basta olmak iizere farkli mekanizmalarla meydana gelen
LDL oksidasyonu, aterosklerozun erken olusumunda 6nemli bir adimdir (Pearson vd
1997). Antioksidanlarin LDL oksidasyonunu inhibe edebilecegi yaygin olarak kabul
edilmektedir. Dolayisiyla bu bilesikler kardiovaskiiler hastaliklarin riskini azaltabilir
(Meyer vd, Pearson vd 1997). LDL oksidasyonunun takibinin Onerilmesinin
nedenlerinden biri de LDL nin 4 farkli oksitlenebilir hedef igermesidir. Bunlar;
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e Serbest ya da esterlesmis kolesterol

e Yiizey fosfolipidlerine baglanmis ¢oklu doymamis yag asitleri
e Doymamis yag asitlerini igeren triagilgliseroller

e Apolipoprotein B

Bu c¢alismada LDL oksidasyonunun derecesi MDA gibi oksidasyon {irlinleri
arasinda yer alan TBA ile reaksiyona giren maddelerin olusumunun takip edilmesiyle
belirlenmistir (Yu vd 2005). Metodun detaylari materyal ve metot bolimiinde
verilecektir (Bolim 3.15).

2.5.7.2. Biiyiikbas hayvan beyni lipozomlarinda (BBE) lipid peroksidasyon
inhibisyonunun 6l¢iilmesi

Lipozomlar, iki sulu kompartman arasinda organize edilmis bir ya da birkag
fosfolipid ikili tabakasiyla gevrelenmis kiiresel yapilardir. Kiigiik, biiylik ve devasa
multilamellar ve unilamellar lipozomlar olarak ayrilirlar (Laguerre vd 2007). Porter vd
(1980) membran fosfolipidlerinin serbest radikal oksidasyonunu gosteren ilk
aragtirmacilardir. Pek ¢ok arastirmaci, biyolojik ortamlarda veya et iriinlerinde
fosfolipidlerin oksidasyona kars1 verdikleri yaniti ve bu oksitlenebilir substratin
korunmasi amaciyla endojen ve ekzojen antioksidanlarin kapasitesini belirlemek igin
hayvan dokularindan elde edilen membran yapilart modellemislerdir. Bazi
aragtirmacilar mono- ya da multi-lamellar lipozom sistemleri olustururken (Yamaoka
vd 1991) digerleri tavsan karacigeri (Aruoma vd 1990) ya da beyinden ekstrakte edilen
mikrozomlar1 ¢aligmislardir. Bu ¢alismada biiyiikkbas havyvan beyni lipozomlarinda
Fe*"askorbat ile indiiklenmis lipid peroksidasyonunun incelenmesi planlanmistir
(Galvez vd 2005). Lipozomlarda meydana gelen oksidasyonun seviyesi LDL
oksidasyonunun takibinde oldugu gibi TBARS 1 o6l¢limiiyle belirlenmistir. Metodun
detaylar1 Boliim 3.16°da verilecektir.

2.5.8. Demir tiyosiyanat metodu (FTC) ile lipid peroksidasyonun ol¢iilmesi

Bu test TBA metodundan farkli olarak lipid peroksidasyonunun baslangicindaki
peroksit miktarinin tespitine dayanir. Demir (II) kloriir ile reaksiyona giren peroksit
demir (III) kloriirii olusturur. TBARS olusumuna dayali absorbans 6l¢timleri yine 532
nm’de yapilir. Antioksidan aktivitenin peroksit olusumu ile ters orantili olmasindan
dolay1 peroksit miktari azaldik¢a antioksidan aktivite de artmaktadir (Rahmat vd 2007).
Bu metodun detaylar1 Boliim 3.17°de goriilebilir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda fenolik bilesenlerin tayininde kullanilan sivi kromatografi
sistemi, DAD detektore sahip Agilent 1100 serisi HPLC’dir. HPLC sisteminde
kullanilan kolon ise Agilent marka yiiksek polariteli Sum partikiil boyutlu 4.6 x 250mm
Hypersil ODS C18°dir.

Spektrofotometrik olgiimlerde mikro plaka okuyuculu Thermo Multiskan FC
Microplate Photometer ve Varian Cary 100 Bio serisi spektrofotometre kullanilmistir.
Floresans ol¢iimii i¢in ise Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer
kullanilmastir.

Standartlarin ve ekstraktlarin tarttiminda +0,1mg hassasiyetli Scaltec SPB31
terazi, bitki ekstraklarmin elde edilmesinde IKA RV 10 donerli buharlastirici, karigtirma
ve temizleme islemlerinde ultrasonik banyo olarak Digital Ultrasonic Cleaner,
inkiibasyon islemlerinde Heidolph Unimax 1010 inkiibator kullanilmigtir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Tez c¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve tedarik¢i firmalart su
sekildedir. Etanol, metanol, aseton, n-hekzan, asetonitril, asetik asit, Folin-Ciocalteu
reaktifi, sodyum hidroksit, demir (Il1l) kloriir hekzahidrat, o-fosforik asit ve demir
(1) kloriir Merck Millipore’dan; dietileter, klorofil a&b, gallik asit, fluorescein, PBS,
DPPH, ABTS, troloks, askorbik asit, NADH, PMS, AAPH, linoleik asit, lipoprotein,
biiyiikkbas hayvan beyni ekstrakti (BBE), %95’lik klorojenik asit, %98’lik kafeik asit,
%95’lik sirincik asit, %98’lik p-kumarik asit, %99’luk ferulik asit, %96’lik rosmarinik
asit, %98’lik kuarsetin, %98’lik luteolin, %97’lik apigenin, %96’lik mirisetin ve (+)-o-
tokoferol Sigma Aldrich’ten, %97’lik rutin trihidrat, aliiminyum kloriir hekzahidrat ve
sodyum n-dodesil siilfat Alfa Aesar’dan; EDTA, 2-TBA, demir (II) kloriir, vitamin-C,
2-deoksi-D-riboz Fluka’dan; ramnetin, NBT ve phenazine methosulfate Applichem’den;
TCA ve petrol eteri ise Reidel-de Haen firmasinda temin edilmistir.

3.3. Daphne Gnidioides ve Daphne Sericea Bitkilerinin Toplanmasi ve Analize
Hazirlanmasi

Calismada incelenen Daphne tiirlerinden D. gnidioides (egircik ¢alis1)’in
ciceklenme zamani Mayis-Haziran, D. sericea (develik, gokge, tavuk g¢icegi)’ nin
ciceklenme zamani ise Subat-Mayis aylar1 arasina rastlamaktadir.  Bu bitkiler
gelisimleri de yerinde gozlenerek Akdeniz Universitesi kampiis alam iginde dogal
ortaminda yetisen makilik alandan toplanmistir.

Toplanan bitkiler, etiketlenmis ayr1 plastik posetlerde laboratuvara taginmistir.
Laboratuvarda oda sartlarinda kurutma kagitlar1 iizerine yayilarak 10 giin siire ile
kurumaya birakilmislardir. Kuruma siireci tamamlandiktan sonra yapraklar1 6giitiicii ile
ogitiliip toz haline getirilmislerdir. Bitkilere ait resimler Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de
gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Daphne Sericea

3.4. Daphne Gnidioides ve Daphne Sericea Bitki Ekstraktlarimin Eldesi

Her iki bitkinin kurutulmus ve 6giitiilmiis kisimlari, ekstraklariin elde edilmesi
icin oda sicakliginda belirlenen ¢dzgenler ile yaklasik 3 giin boyunca bir calkalayici
lizerinde ¢alkalanmustir. izole edilmeye ¢alisilan bitki kisimlar1 genel olarak bitkilerin
polar karakterde olan ve fenolik bilesenleri iceren fraksiyonlaridir. Ancak farkli
polaritedeki c¢oziiciiler kullanilarak her iki bitkiye ait kisimlar izole edilmistir.
Calismada polar ¢oziicli olarak metanol, orta polaritedeki ¢oziicii olarak aseton ve
apolar ¢oziicli olarak n-hekzan kullanilmistir. Her bir bitkiden behere 10,50 g tartilip
tizerine 200 mL secilen ¢oziiciiler ayr1 ayr1 eklenmis ve bu islem yeterli ekstrakt eldesi
icin toplamda 3 paralel tekrar halinde yapilmistir. Calkalama sonucu ele gecen ve
fenolik antioksidan gruplar igeren ¢ozelti vakum filtrasyon ile ¢oziiciide ¢oziinmeyen
kismindan ayrilmistir. Bu c¢ozeltinin ¢oziiclisi bir doner buharlastirict yardimiyla
indirgenmis basing ve 40 °C sicaklikta uzaklastinlmustir. Geriye kalan fraksiyon,
antioksidan aktiviteyi olumsuz yonde etkileyecegi diisiiniilen klorofil igerigini miimkiin
oldugunca uzaklastirmak i¢in defalarca hekzan ile yikanip siiziilmiistiir. Ele gegen
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ekstraktlar olas1 bir ¢oziicii kalintisin1 uzaklastirmak i¢in vakumlu etiivde 1 giin diisiik
sicaklikta (30-35°C gibi) bekletilmistir. Elde edilen ekstraktlar analiz edilene kadar
derin dondurucuda (-20°C) saklanmugtir.

Bitki ekstraktlarinin kimyasal igerik testleri 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8 numaral
basliklarda anlatilmistir.

3.5. Fenolik Bilesenlerin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Cihaz
ile Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinden sorumlu bilesikler genelde
fenolik yapidaki bilesikler oldugu icin, onlarin flavonoidler, fenolik asitler ve
terpenoidler gibi farkli siniflardaki fenolik bilesenleri sivi kromatografisi ile tayin
edilmistir. Bunun i¢in Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimiinde bulunan
Agilent 1100 HPLC-DAD cihaz1 kullanilmistir. Calismada kolon olarak Agilent marka
yiiksek polariteli Sum partikiil boyutlu 4.6 x 250mm Hypersil ODS C18 kullanilmis ve
sicakligr 28°C olarak ayarlanmistir. DAD dedektorde olgiimler 5 ayri dalga boyunda
ayn1 anda yapilmistir. Dalga boylar1 kaynak taramalarindan ve denemelerden sonra 310
nm, 330 nm, 250 nm, 280 nm ve 370 nm olarak secilmistir. Her bir enjeksiyon, post
enjeksiyon siiresi dahil toplamda 70 dakika stirmiistiir. Mobil fazin akis hiz1 0.9 mL/dk
dir. Mobil faz olarak %S5 asetik asit igeren ultra saf su (A fazi1) ve metanol (B mobil fazi)
kullanilmistir. Uygulanan gradiyen akis programi asagidaki sekildedir;

Cizelge 3.1. HPLC mobil faz akis programi

Siire (dakika) % Mobil Faz A % Mobil Faz B

0 95 5

3 90 10
5 85 15
10 80 20
13 75 25
25 70 30
35 65 35
39 58 42
42 55 45
44 60 50
47 45 55
50 30 70
56 25 75
60 0 100

Enjeksiyon boyunca mobil fazin polaritesi degistigi i¢in de farkli polaritedeki
fenolik bilesenler farkli zamanlarda kolondan ¢ikip detektore ulasmistir.

Ekstraktlarda analizi yapilan fenolik bilesenler sirincik asit, kersetin, p-kumarik
asit, rosmarinik asit, apigenin, kafeik asit, ramnetin, klorojenik asit, ferulik asit,
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mirisetin, rutin ve luteolindir. Incelenen fenolik bilesenlerin standartlar1 Cizelge 3.1’de
verilen akis programi ile HPLC’ye tek tek enjekte edilmis, alikonma siireleri tespit
edilmistir. Kullanilan akis programi sayesinde fenolik bilesenler farkli siirelerde
gozlemlenmis ve ayni alikonma siiresinde kolondan ¢ikma durumu, dolayisiyla pik
cakismasi durumu ortadan kaldirilmistir. Ekstraktlarin her bir bileseninin absorbansi,
standartinin farkli konsatrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerinden elde edilen verilerle
cizilen kalibrasyon egrisinde degerlendirilmistir. Ekstraktlar iginde diger bilesiklerle
bagli halde bulunan fenolik bilesenleri serbest hale getirip belirtilen kosullarda
analizlerini ve pik c¢oziimlenmesini miimkiin kilmak i¢in asit hidrolizi islemi
uygulanmistir (Huang vd 2007). Asit hidrolizi yonteminde yaklasik 0.1 g ekstrakt
tizerine 4 mL %80°lik metanol ve 1 mL 4M HCI eklenmistir. Bu ¢6zelti daha sonra 30
saniye azot gazi altinda bekletilmistir. Ardindan 1 saat boyunca 90°C’de su banyosunda
tutulmustur. Metanol ile 5 mL’ye tamamlanan 6rnekler 7 dakika boyunca ultrasonik
banyoda tutulmustur. 3000 devir/dakikada santrifiij edilen ekstraktlarin supernatan
kisimlar1 50 mL’lik falkon tiiplere aktarilmistir. Cozeltinin ¢oziiciisii azot gazi altinda
ucurulmustur. Elde edilen kat1 kisim yaklasik 1000 pg/mL olacak sekilde metanolde
¢oziilmiis ve 0,2 mikron siringa ucu filtre yardimiyla filtre edildikten sonra HPLC’de
analiz edilmistir.

3.6. Klorofil A, Klorofil B ve Toplam Karotenoid Iceriginin Belirlenmesi

Elde edilen bitki ekstraktlarindan tartilan kisimlar dietil eter ve metanol iginde
homojenize edilip belli bir siire santifiij edilmistir. Cokelti kismindan ayrilan
slizlintlinlin absorbans1 klorofil a, klorofil b (Sekil 3.3) ve toplam karotenoid miktar1 i¢in
sirast ile 662, 646 ve 470 nm’de Olglilmiistiir. Bu pigmentlerin ekstraktlar i¢indeki
miktarlart Lichtentaler ve Wellburn’niin (1983) belirttigi asagidaki formiillere gore
hesaplanmastir;

Dietileterde ¢oziinen ekstraktlar igin;

Ca (ug/ml) =10.05 A662 —0.766 A644 (31)
Cb (ug/ml) =16.37 A644 -3.14 A662 (32)
Cyec (pg/ml) = (1000 As7o — 1.28 C, — 56.7 Cy) / 230 (3.3)

Ca: klorofil a nin miktar1, Cy : klorofil b nin miktari, Cy.¢ : toplam karotenoid miktar1

Metanolde ¢6ziinen ekstraktlar i¢in;

Ca(ug/ml) = 15.65 Aggs — 7.34 Agss (3.4)
Cb (ug/ml) =27.05 A653 -11.21 A666 (35)
Cysc (ng/ml) = (1000 Agzo — 2.86 C, — 129.2 Cy) / 245 (3.6)
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Elorofil a B1: CH3
Elorofil b E1: CHO

Sekil 3.3. Klorofilin yapisi

3.7. Toplam Flavonoid I¢erigi (TFC)’nin Belirlenmesi

Toplam flavonoid igerigi Quettier-Deleu vd (2000) tarafindan rapor edilen
yonteme gore belirlenmistir. Bu amacla, bitki ekstraktinin metanolde hazirlanmig 1 mL
cozeltisi, 1 mL %2 lik metanolik AICI3.6H,0 ile karistirilmistir. Boylece selat kompleks
yap1t meydan getirilmistir. Tam olarak 10 dakika sonra 430 nm’de bu yapinin absorbansi
Olgiilmiistiir. Sonuglar rutin standart esdegeri (mg rutin / g ekstrakt) olarak rapor
edilmistir.

3.8. Toplam Fenolik I¢erigi (TPC)’nin Belirlenmesi

Toplam fenolik bilesen icerigi Singleton vd (1999) tarafindan rapor edilen
yontem esas alinarak Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak belirlenmistir. Bu test,
bitki ekstraktinin, FCR de meydana gelen oksidasyonu inhibe etmesi igin gereken
miktarin Olglimiinii belirlemeyi amaglar. Bu amagla, bitki ekstraktlar1 etanolde 500
pg/mL konsantrasyona sahip olacak sekilde ¢oziiliir. Santrifiyj tiiptine 0,5 mL ekstrakt
cozeltisi veya kor (etanol) ile 0,5 mL FCR eklenir ve 10-15 saniye elle ¢alkalanarak
karigtirillir. 3 dakika sonra, 0,5 mL doymus Na,COjz; ¢ozeltisi eklenir ve ¢ozelti
deiyonize su ile 5 mL’ye seyreltilir. Reaksiyon karigimi karanlikta 2 saat bekletilir ve
760 nm de absorbans kaydedilir. Sonuglar gallik asit i¢in ayr1 olarak hazirlanan bir
kalibrasyon grafigi kullanilarak gallik asit esdegeri (mg GAE/g ekstrakt) olarak ifade
edilir.

Bitki ekstraktlarinin radikal soniimleme yetenegini 6l¢en antioksidan testleri 3.9,
3.10, 3.11, 3.12 ve 3.13 numarali alt boliimlerde anlatilmstir.

3.9. DPPH" Radikali Yakalama Testi
Bu test Blois (1958) tarafindan rapor edilen yontem temel alinarak cesitli
modifikasyonlarla yapilmistir. Buna gore bitki ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarda

etanolde hazirlanmis ¢ozeltilerinden alinan 1,5 mL’lik kisim, 1,5 mL 0,2 mM etanolik
DPPH' ile karistirilir. 25 °C’de 30 dakikalik inkiibasyon siiresinin sonunda UV/VIS
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spektrofotometre yardimiyla 515 nm’de ¢oOzeltinin absorbanst (Agmek) Olgiiliir.
Boylelikle indirgenmis DPPH”’in (DPPH-H) absorbansinda zamanla meydana gelen
azalma oOlgiilerek reaksiyon izlenir. Bitki ekstrakti icermeyen bir kontrol 6rnegine de
ayni islemler uygulanarak bir sahit deneme yapilir ve 515 nm’deki absorbans (Axontrol)
kaydedilir. Her bir ¢ozeltinin serbest radikal yakalama aktivitesi % inhibisyon olarak
asagidaki sekilde hesaplanir:

%inhibisyon = 100 (Axontrol-Asmek)/Akontrol 3.7)

Test edilen materyallerin antioksidan aktiviteleri ICsy degeri olarak verilmistir.
Bu deger bitki ekstrakti icermeyen kontrol Orneginin absorbansinda %50 lik bir
azalmaya neden olan ekstrakt konsantrasyonunu ifade etmektedir. DPPH' radikalinin
yapist ve A-H ile gosterilen bir antioksidan tarafindan soniimleme mekanizmast Sekil
3.4’de verilmistir.

N-N(Ph)> H-N-N(Ph),
NO, NO» NO, NO,
+ A-H + A
NO, NO,
DPPH DPPH

Sekil 3.4. DPPH' soniimleme mekanizmasi
3.10. ABTS™ Radikali Yakalama Testi

Bu test Re vd (1999) tarafindan tanimlanan yontem esas alinarak yapilmustir.
Sulu ¢ozeltisi baslangigta 7mM olan ABTS™ radikal katyonu (Sekil 3.5), son
konsantrasyonu 2,45 mM olacak sekilde potasyum persiilfatla (K;S;0s) karistirilmistir.
Karisim oda sicakliginda ve karanlikta 16 saat bekletilmistir. Bekleme siiresinin
sonunda mavi-yesil renkli ABTS™ radikal katyonu olusmustur. Olusan ABTS™ radikal
katyonu ¢ozeltisi, etanol ile 734 nm’de 0,70+0,02 lik bir absorbansa sahip olacak
sekilde seyreltilmistir. Test ¢ozeltisinin 100 ul’sini 3,5 mL ABTS™ c¢ozeltisine
(A734=0,70+0,02) ilave ettikten sonra absorbans Ol¢iilmiistiir. Sonuglar 6. dakikanin
sonunda troloks esdegeri antioksidant kapasite (TEAC) olarak ifade edilmistir. TEAC
degerlerini bulmak iizere ayni sartlar altinda standart troloks ¢ozeltileri i¢in ayr1 bir
kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Ekstraktlar i¢in TEAC, antioksidan aktivitesi 1
mg/mL ekstrakt ¢ozeltisinin aktivitesine esit olan troloks konsantrasyonu olarak
tanimlanmustir.
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Sekil 3.5. ABTS" yapist

Test edilen maddelerin ABTS™ radikalini siipiirme etkisi Béliim 3.9.’da DPPH
yonteminde verilen formiile gére hesaplanmistir.

3.11. Hidroksil (OH) Radikali Yakalama Testi (deoksiriboz degradasyon)

Bu islem Halliwell vd (1987) tarafindan rapor edildigi sekilde uygulanmistir.
Buna gore 17,28 mM H;0;,, 33,6 mM 2-deoksi-D-riboz, 1,2 mM askorbik asit ve fosfat
konsantrasyonu 120 mM olacak sekilde KH,PO4-KOH (pH 7,4) tamponu
hazirlanmistir. Ayrt bir yerde 0,1 mM FeClz ve 0,104 mM EDTA es hacimlerde
birlestirilmistir. 0,1 mL 2-deoksi-D-riboz, 0,7 mL su veya ekstrakt ¢ozeltisi, 0,1 mL
H,0,, 0,1 mL FeCl,-EDTA ¢6zeltisi ve 0,1 mL tampon ¢ozeltisi karistirtlmistir.
Ardindan deoksiriboz degradasyonunu baslatmak i¢in 0,1 mL askorbat bu karisima
eklenmistir. Toplam karisim calkalamali bir su banyosunda 37°C de 60 dakika inkiibe
edilmis ve bu siirenin sonunda 0,05 M NaOH iginde hazirlanmis 1 mL %1 (w/v) TBA
(tiyobarbitiirik asit) ve 1 mL %2,8 (w/v) TCA (trikloro asetik asit) ilave edilmesi ve
80°C’de 20 dakika isitilmasi ile kirmizi renkli kromojen olusturulmustur. Karisim
sogutulduktan sonra 532 nm’de absorbans okunmustur. Sonuglar DPPH' radikali
yakalama aktivitesinde oldugu gibi ICsq degeri olarak verilmistir.

3.12. Siiperoksit Anyon Radikali (O;") Yakalama Testi

Ekstraktlarin O, radikalini soniimleme yetenegi Valentao vd (2001) tarafindan
rapor edilen yontem temel alinarak belirlenmistir. Buna gére NBT, EDTA ve NADH
cozeltileri fosfat tamponu (pH 7,4) nda hazirlanmistir. Karisim igerisindeki son
konsantrasyonlar ise NBT, EDTA ve NADH i¢in sirasiyla 50 pM, 0,1 mM ve 78
uM’dir.  Bitki  ekstraktlarin  DMSO  igindeki c¢ozeltileri, karisimdaki  son
konsantrasyonlar1 25ug/mL, 50ug/mL, 100pug/mL, 250ug/mL ve 500ug/mL’lik olacak
sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon, yine fosfat tamponunda (pH 7,4) hazirlanmis
PMS nin eklenmesiyle baslatilmistir. Reaksiyon karsimi 25 °C’de belli bir siire inkiibe
edilmis ve karigimin absorbansi kontrol 6rnegine kars1 560 nm’de dl¢lilmiistiir. Sonuglar
ICs0 degeri olarak verilmistir.

3.13. Oksijen Radikali Absorpsiyon Kapasitesi (ORAC)
ORAC testi, Chirinos vd (2013) tarafindan Ou vd (2001) ve Bentayeb vd
(2009)’nin galigmasi temel alinarak modifiye edilmis yonteme gore yapilmistir. ORAC

reaksiyonu, florimetre igerisinde 37 °C de termostatli bir ortamda gergeklestirilmistir.
Bunun igin reaktif ¢ozeltileri dnceden belli bir siire bu sicaklikta inkiibe edilmistir.
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Oncelikle 67 pl drnek ¢ozeltisi 17 pl PBS ile 37 °C’de karistirilmistir. Uzerine 833 pl
55 nM fluorescent ¢ozeltisi (fluorocein) eklenmis ve 0,5 saniye sonra 6l¢iim alinmustir.
10 dakika gectikten sonra ortama 20 ul 153 nM AAPH eklenerek baslatilan reaksiyon
30 dakika boyunca izlenmistir. 40 dakikalik bu siire¢ boyunca her bir dakikada bir
Olgtim alinmistir. Floresans dedektoriin kullanilacagi yontemde uyarma ve emisyon
dalga boylar sirasi ile 485 ve 520 nm’ye ayarlanmistir.

Bu testte troloks standart olarak kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlarda troloks
coOzeltileri hazirlanmis ve bitki ekstrakti 6rnekleri ile ayni sekilde analiz edilmistir.
Ekstraktlarin, troloksun ve kor drnegin pik alanlari herbir dakikanin kendisinden 6nceki
alan ile toplanmasi ile hesaplanmistir. Daha sonra bu toplam degerden koriin toplam
degeri ¢ikarilarak net troloks, ekstrakt ve kor i¢in degerleri bulunmustur. Troloksa ait
kalibrasyon egrisi de bu sekilde elde edilmistir. Ekstraktlarda tespit edilen alan
troloksun egri denklemi ile degerlendirilmistir. Ornekler igin tespit edilen sonuglar
Trolox esdegeri olarak verilmistir.

Bitki ekstraktlarinin lipid peroksidasyonunu inhibe etme yetenegini olgen
antioksidan testleri 3.14, 3.15, 3.16 ve 3.17 numarali alt boliimlerde anlatilmistir.

3.14. Tiyobarbitiirik Asitle Tepkimeye Giren Maddeler (TBARS) Testi

TBARS testi Laguerre vd (2007) tarafindan rapor edilen yontem esas alinarak
yirlitiilmistir. Bu yontem lipid peroksidasyonunun ikinci asamasinda lipid
hidroksiperoksitler tarafindan meydana getirilen malondialdehit miktar1 dl¢iimii tizerine
kuruludur. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrakt ¢ozeltisi, pozitif kontrol veya
etanol (kontrol), etanolde hazirlanmis %2,52’lik linoleik asit, 0,05 M fosfat tamponu
(pH 7,0) veya deionize su ile karistirlir. Karisim 40 °C de bir su banyosunda belli bir
siire inkiibe edilir. Bu siirenin sonunda karisimdan alinan 1 mL 6rnek, 1 mL %]1’lik
TBA ¢ozeltisi ve ImL %10’luk TCA ¢ozeltisi ile karistirilip kaynayan bir su
banyosunda 30 dakika tutulmustur. Bunun ardindan karisim sogutulup, n-butanol igine
ekstrakte edilmis ve bir vorteks karistirict ile karistirilarak santrifiij edilmistir. Bunun
sonunda n-butanol fazlar1 ayrilmis ve 532 nm’de absorbans olgiilmiistiir. Sonuglar
kontrol Ornegine gére TBARS olusumunun % inhibisyonu olarak ifade edilmistir.
Absorbansi dlgiilen kompleksin olusum reaksiyonu Sekil 3.6’da verilmistir.

o
o S SH

CH I} VN%T/OH OH/)N‘T/
M, +2 [N "= Ny A&=C—C=C— N
CH O'AN"'\\ R H HH

e $ OH OH

o
MDA TBA MDA-TBA kompleksi

Sekil 3.6. MDA-TBA kompleksinin olusumu
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3.15. LDL Oksidasyonu Inhibisyonunun Ol¢iilmesi Testi

Insan LDL’sinin EDTA (etilendiamintetraasetikasit) iceren ¢ozeltisi NaCl iceren
fosfat tamponunda (PBS, pH 7,4) dialize edilmistir. Tampon i¢inde hazirlanmis LDL
(200 pg/mL), SDS (100 g/L) ve DMSO i¢inde hazirlanmis bitki ekstrakti (1000 pg/mL)
veya pozitif kontrol (100 pg/mL) ile CuCl, (100 umol/L) stok ¢ozeltileri kullanim
oncesi taze olarak hazirlanmistir. 500 uL LDL, 100 uL SDS, 20 uL ekstrakt veya
pozitif kontrol, 230 uL PBS ve 100 pL CuCl; bu sirada birlestirilerek bir reaksiyon
karisim1 hazirlanir ve hemen vorteks karisitiric ile karistirilir. Karisim 37 °C de 4, 12 ve
36 saat calkalamali su banyosunda inkiibasyona tabi tutulur. Siireler sonunda 1 mL
reaksiyon karisimina 1 mL TBA ¢ozeltisi (0,1 M 100 mL HCI i¢inde ¢oziinmiis 0,67 g
TBA ve 15 g TCA) eklenerek 90 °C de 20 dk bekletilir. Siire sonunda tiipler hemen
sogutulur ve 532 nm de absorbans Olgiiliir. Sonuglar test edilen ekstrakt veya saf
antioksidanlar i¢in LDL oksidasyonunun % inhibisyonu olarak rapor edilir.

3.16. Biiyiikbas hayvan beyni lipozomlar: (BBE)’nda lipid peroksidasyon
inhibisyonunun ol¢iilmesi

Biiyiikbas hayvan beyninin peroksidasyonu, Tang vd (2004)’ nin ¢aligmasinda
verilen yonteme gore izlenmistir. Biiylikbas hayvan beyni lipozomlari (ekstrakti) (BBE)
PBS (pH 7,4) i¢ine konsantrasyonu 5 pg/mL olacak sekilde ilave edilip buz banyosu
icinde sonikasyona tabi tutularak ¢Oziilmistir. 0.2 mL beyin ekstrakti, lipid
peroksidasyonu baglatilmadan 6nce PBS varligindaki 0.5 mL bitki ekstrakti ve 0.1 mL
ImM’lik FeCl; ¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. Lipid peroksidasyonu, ortama 0.1 mL
1mM askorbat eklenmesiyle baslatilmis ve karisim sonra 37 °C de 3 saat inkiibasyona
tabi tutulmustur. Hemen ardindan 1’er mL %2’lik TCA ve % 1’lik TBA eklenmistir.
Karisim, bir su banyosunda 80 °C de 30 dakika 1sitilmis ve soguduktan sonra 532 nm’de
absorbansi Ol¢iilmiistiir. Sonuglar, kontrol drnegine gore lipid peroksidasyonunun %
inhibisyonu seklinde rapor edilmistir.

3.17. Ferrik tiyosiyanat (FTC) lipid peroksidasyon inhibisyonunun ol¢iilmesi

Rahmat vd (2006) tarafindan rapor edilen yontem esas alinarak yapilan
caligmada, lipid peroksidasyonunun ilk asamasindaki peroksit miktari tespit edilmistir.
Igerdigi peroksit, demir kloriir ile reaksiyona girerek kirmizi demir kloriir pigmenti
olusturmaktadir. 1000 pg/mL olarak hazirlanan 4’er mL bitki ekstraktlarin {izerine 6 mL
%2,52’lik linoleik asit ve 8 mL 0,05 M pH 7 fosfat tamponu eklenmistir. Karigim
40°Cde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon siireci 7-10 giin boyunca
devam etmistir ve her 24 saatte bir bu karisimdan 0.1 mL alinmistir. Alinan bu hacmin
tizerine 9.7 mL %75’lik etanol ¢ozeltisi, 0.1 mL amonyumtiyosiyanat ve %3,5’luk HCI
ile hazirlanmis 0.1 mL 0.02 M demir kloriir ¢ozeltisi eklenmistir. Demir kloriir ¢ozeltisi
eklendikten tam 3 dakika sonra 500nm’de absorbans dl¢iimii yapilmistir. Kontrol olarak
etanol kullanilmistir.

Yukarida caligilan tiim antioksan aktivite testlerinde pozitif kontrol olarak ise
ferulik asit, alfa-tokoferol, BHT ve kersetin kullanilmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Materyal ve Metot boliimiinde belirtilen tiim deneysel yontemler analiz edilen
her 6rnek i¢in (bitki esktraktlar1 veya pozitif kontrol antioksidanlari) ii¢ paralel deneme
halinde uygulanmistir. Sonuglar bu ii¢ paralel denemeden elde edilen degerlerin
ortalamasi olarak rapor edilmistir. Deneysel sonuglarin yapilan degerlendirilmeesi ve
yorumlari, bu ortalama degerler tizerinden yapilmistir

4.1. Bitki Ekstraklarinda HPLC Cihaz ile Belirlenen Fenolik Bilesenler

D. gnidioides ve D. sericea bitkilerinin ekstraktlari, Boliim 3.4’de tarif edilen
prosediir takip edilerek elde edilmistir. Metanol, aseton ve hekzan kullanilarak yapilan
ekstraksiyonu islemleri sonucunda elde edilen ekstraktlar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Caligsma boyunca ekstraktlarin adlandirilmalar asagidaki tabloda oldugu yapilmistir.

Cizelge 4.1. Bitki ekstraktlar1 ¢6zgen tablosu

Ekstrakt kodu Bitki Cozgen
ESA D. sericea Aseton
ESM D. sericea Metanol
EGA D. gnidioides Aseton
EGM D. gnidioides Metanol
EGH D. gnidioides Hekzan
ESH D. sericea Hekzan

Cizelge 4.1.’de yer alan ilk dort ekstrakt (ESA, ESM, EGA, EGM) igin
¢oziiciilerin uzaklastirmasindan sonra kalan kisimlar, klorofili uzaklastirmak amaciyla
defalarca hekzan ile yikanmistir.

Fenolik bilesen standartlart metanolik ¢ozeltiler halinde ayr1 ayr1 HPLC’ye
enjekte edilmistir. Boylelikle alikonma siireleri ve uygun c¢alisma dalga boylar1 tespit
edilmistir (Cizelge 4.2). Sirincik asit, kersetin, p-kumarik asit, rosmarinik asit, kafeik
asit, klorojenik asit, ferulik asit, luteolin, rutin ve mirisetinin farkli
konsantrasyonlardaki fenolik bilesen standart karigimi olusturularak farkli dalga
boylarindaki kromatogramlar1 alinmistir (Sekil 4.1. 310 nm’deki, Sekil 4.2. 330
nm’deki, Sekil 4.3. 250 nm’deki, Sekil 4.4. 280 nm’deki, Sekil 4.5. 370 nm’deki
kromatogralart  gostermektedir.). Kromatogramlarda baz1  segilmis  piklerin
konsantrasyonla degisiminin biyiitiilmiis hali sekil icinde gosterilmistir. Karigimlardaki
her bir bilesenin pik alanina karsi konsantrasyon verilerinden kalibrasyon egrileri
olusturulmustur. Kalibrasyon egrileri mirisetin hari¢ 5 pg/mL ile 250 pg/mL araliginda
hazirlanmistir. Mirisetinin kalibrasyon egrisi ise 1,5 pg/mL ile 75 pg/mL araliginda
hazirlanmistir. Apigenin ve ramnetin karistmdan ayri bir sekilde 5 pg/mL ile 250
png/mL araligindaki konsantrasyonlarda HPLC’ye verilerek kalibrasyon verileri elde
edilmistir. Sekil 4.6 apigenin igin 330 nm’de elde edilen kromatogramlari, Sekil 4.7 ise
ramnetin i¢in 370 nm’de elde edilen kromatogramlar1 gostermektedir. Kalibrasyon
grafikleri Sekil 4.8’de, dogrusal regresyon analizi ile elde edilen korelasyon
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katsayilarinin kareleri (RZ) ve verilerin temsil ettigi en iyi dogru denklemleri de Cizelge
4.3’te verilmistir. Bu bulgular HPLC-DAD cihazina bagh bilgisayara yiiklii program
yardimiyla elde edilmistir.

Cizelge 4.2. Fenolik bilesenlerin alikonma siireleri ve dalga boylari

Fenolik bilesen Alikonma Siiresi (dakika) Dalga Boyu (hm)
Klorojenik asit 11,93 330
Kafeik asit 12,82 330
Sirincik asit 14,54 280
P-kumarik asit 18,15 330
Ferulik asit 20,81 330
Rosmarinik asit 30,63 330
Rutin 31,14 370
Mirisetin 34,99 370
Kersetin 45,19 370
Luteolin 48,16 330
Apigenin 52,11 330
Ramnetin 53,72 370
:z_ p-kumarik asit
] -
= kafeik asit
T

500 —

] ferulil asit/
400 —

-
300 Klorojenik asit
200 Iuetolin
il rosmarinik asit © 0\
1] .
100 S : kuersetin
1 sirincik am]d .
1 /rutln myricetin ~
o- ﬁ o

| N N | N F
o 10 20 =0 40 a0 &0 min

Sekil 4.1. Fenolik bilesen standartlari karigiminin 310 nm’de gozlenen kromatogrami
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Sekil 4.2. Fenolik bilesen standartlar1 karisiminin 330 nm’de gozlenen kromatogrami
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Sekil 4.4. Fenolik bilesen standart karisiminin 280 nm’de gozlenen kromatogrami
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Sekil 4.5. Fenolik bilesen standart karisiminin 370 nm’de gozlenen kromatogrami
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Sekil 4.7. Ramnetin i¢in 370 nm’de gbzlenen kromatogram
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Sekil 4.8. Fenolik bilesen standartlarinin kalibrasyon grafikleri (a) klorojenik asit, (b)
kafeik asit, (¢) sirincik asit, (d) p-kumarik asit, (e) ferulik asit, (f) rosmarinik
asit, (g) rutin, (h) kersetin, (i) luteolin, (j) ramnetin, (k) apigenin, (I) mirisetin
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Sekil 4.8.”in Devami. Fenolik bilesen standartlarinin kalibrasyon grafikleri
(a) klorojenik asit, (b) kafeik asit, (c) sirincik asit, (d) p-kumarik
asit, (e) ferulik asit, (f) rosmarinik asit, (g) rutin, (h) kersetin, (i)
luteolin, (j) ramnetin, (k) apigenin, (I) mirisetin.

Cizelge 4.3. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon bulgulari; verilerin temsil ettigi en iyi
dogru denklemleri ve korelasyon katsayilarinin kareleri (R?).
Denklemlerdeki “x” mg/kg olarak konsatrasyonu, y ise pik alanim

gostermektedir.
Fenolik bilesen Denklem Korelasyon katsayismin karesi (R?)
Klorojenik asit y = 16,804x + 17,107 0,999
Kafeik asit y =29,121x + 33,404 0,999
Sirincik asit y = 16,669x + 19,525 0,999
P-kumarik asit y =21,576x + 26,014 0,999
Ferulik asit y =27,771x + 33,170 0,999
Rosmarinik asit y =16,923x + 19,988 0,999
Rutin y =9,017x + 4,603 0,999
Mirisetin y =14,021x + 11,581 0,999
Kersetin y =19,068x - 30,616 0,999
Luteolin y = 18,042x + 8,887 0,999
Apigenin y =43,729x - 144,581 0,998
Ramnetin y = 8,966x + 9,880 0,994
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Bitki ekstraktlar1t HPLC cihazina islem gérmiis (asit hidrolizi uygulanmis) ve
islem gérmemis (asit hidrolizi uygulanmamis) ¢ozeltiler olarak enjekte edilmistir. Islem
gormemis bitki ekstraktlar1 metanolde ¢oziilerek hazirlanmistir. Asit hidrolizi islemi ile
serbest halde olmayan fenolik bilesiklerin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Enjekte
edilen bitki ekstrakt1 ¢6zeltilerinin konsantrasyon degerleri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. HPLC-DAD cihazinda analiz edilen bitki ekstrakti ¢ézeltilerinin
konsantrasyon degerleri

Fenolik bilesen Islem gérmemis (ng/mL) Asit hidrolize (ug/mL)
ESA 2040 3285
ESM 2620 3384
EGA 2400 4812
EGM 3540 5304
EGH 2440 3039
ESH 2160 2760

Bitki ekstraktinin islem gormiis ve gérmemis hallerinin teker teker iist iiste
cakistirilarak olusturulan kromatogramlari ayni1 pencerelerde olacak sekilde asagida
(Sekil 4.9 - 4.19) verilmistir. Bu sekilde daha saglikli karsilastirma yapilabilecektir. Asit
hidrolizine ugratilmis (kirmizi renkli kromatogramlar) olan o6rneklerdeki fenolik
bilesenler, islem goérmemis (mavi renkli kromatogramlar) o6rneklerdeki fenolik
bilesenlere gore kolonu daha sonra (0,05-0,2 dakika) terk etmislerdir. 5 dalga boyunda
yapilan ¢aligmalarin sonucunda fenolik bilesiklerde en yiiksek pik siddetleri 330 nm,
280 nm ve 370 nm’de gozlenmistir.
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DAD1 B, Sig=330,4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ11.D)
DAD1 B, Sig=330,4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ-1.D)

(@)

104 ) ferulik asit

T T T T T T T T 1
14 16 18 20 22 24 26 28 mi
DAD1 B, Sig=330,4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ11.D)

DAD1 B, Sig=330,4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ-1.D)

(b)

80

apigenin

T T T
48 50 52 54 56 58 60 mi

Sekil 4.9. ESA’e ait 330 nm’deki kromatogram. a) 12.-30. Dakikalar arasi kromatogram
gorlintiisii. b) 46.-62. Dakikalar arasi kromatogram goriintiisi. Mavi

kromatogram: Islem gérmemis ekstrakt. Kirmiz1 kromatogram: Islem gdrmiis
kromatgram.

ESA’c ait olan kromatograma (Sekil 4.9) gore tespit edilen ferulik asit ve

apigenin, asit hidrolizi ile daha basarili olarak bagli bulundugu bilesiklerden serbest hale
getirilmis ve pik siddeti artmistir.
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DAD1 B, Sig=330,4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ12.D)
DAD1 B, Sig=330,4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ-2.D)
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luteolin [ |

Sekil 4.10. ESM’ye ait 330 nm’deki kromatogram. a) 10.-26. Dakikalar aras1
kromatogram goriintiisii. b) 44.-54. Dakikalar aras1 kromatogram goriintiisii.
Mavi kromatogram: Islem gérmemis ekstrakt. Kirmizi kromatogram: Islem
gormiis ekstrakt.

ESM ye ait olan kromatograma (Sekil 4.10) gore tespit edilen ferulik asit, p-
kumarik asit, luteolin ve apigenin asit hidrolizi ile daha basarili olarak bagli bulundugu
bilesiklerden serbest hale getirilmis ve pik siddeti artmistir. Klorojenik asitin ise asit
hidrolizi uygulandiktan sonra pik siddetinde azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.11. EGA’ya ait 330 nm’deki (a,b) ve 370 nm’deki (c) kromatogramlar. a) 6.-24.

Dakikalar aras1 kromatogram goriintlisi. b) 44.-56. Dakikalar arasi
kromatogram goriintiisii. ¢) 40.-52. Dakikalar arasi1 kromatogram goriintiisii
Mavi kromatogram: Islem gérmemis ekstrakt. Kirmizi kromatogram: Islem
gormiis ekstrakt.

EGA’e ait olan kromatograma (Sekil 4.11) gore tespit edilen sirincik asit,

kersetin ve luteolin, asit hidrolizi ile daha yiiksek oranda bagli bulundugu bilesiklerden
serbest hale getirilmis ve pik siddeti artmistir. Klorojenik asit ve apigeninin ise asit
hidrolizi uygulandiktan sonra pik siddetinde azalma gdzlenmistir.
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DADI B, 51g=330.4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ14.D)
DADI B, Sig=330,4 Ref=off (DAPHNE\TIMTEZ04.D)
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Sekil 4.12. EGM’ye ait 330 nm’deki (a,b) ve 370 nm’deki (c) kromatogramlar. a) 8.-24.
Dakikalar arasi kromatogram goriintlisii. b) 32.-52. Dakikalar arasi
kromatogram goriintiisii. ¢) 40.-52. Dakikalar aras1 kromatogram goriintiisii
Mavi kromatogram: Islem gérmemis ekstrakt. Kirmizi kromatogram: Islem
gormiis ekstrakt.

EGM’e ait olan kromatograma (Sekil 4.12) gore tespit edilen sirincik asit,
kersetin, luteolin, p-kumarik asit ve apigenin, asit hidrolizi ile daha yiiksek oranda bagl
bulundugu bilesiklerden serbest hale getirilmis ve pik siddeti artmistir. Klorojenik ve
ferulik asitin ise asit hidrolizi uygulandiktan sonra pik siddetinde azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.13. EGH’e ait 330 nm’deki kromatogram

EGH’e ait olan kromatograma (Sekil 4.13) gore tespit edilen ferulik asit, sadece
asit hidrolizi uygulandiktan belirli bir sinyal olusturup analiz edilebilir hale gelmistir.

Ekstraktlara uygulanan asit hidroliz islemi sonucunda kuantifiye edilen sirincik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit (EGM haric), kersetin ve luteolin konsantrasyonlarinda
artts gozlemlenmistir. Asit hidrolizinin apigenine etkisi ise bazi ekstraktlarda artis
bazilarinda ise azalma olarak gozlemlenmistir. Bu sonuglar, asit hidroliz isleminin,
dogal ortaminda sekerlerle glikozitler veya alkollerle esterlesmis olarak bulunan fenolik
bilesiklerin serbest hale getirilmesini, dolayisiyla HPLC-DAD cihazinda gézlenen pik
siddetlerinin ve pik ¢oziiniirliiklerinin yiikseltilmesini sagladigini géstermistir.

HPLC’de enjekte edilen ekstraktlarda tespit edilen bilesenlerin alanlari, fenolik
bilesiklerin standartlar1 ile hazirlanan kalibrasyon egrileri temel alinarak
degerlendirilmistir. Tespit edilen fenolik bilesenlerin neden oldugu absorbansa karsilik
gelen konsantrasyon degerleri dikkate alinmistir. Kalibrasyon egrilerinden ¢ikarilan
konsantrasyon degerleri mg/100 mg kuru ekstrakt cinsinden rapor edilmistir.

Bitki ekstraktlarinda karakterize edilen fenolik bilesenlere ait konsantrasyon
degerleri Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir. Cizelge 4.5 ve 4.6’dan da anlasildigi
gibi hekzan ile elde edilen ekstraktlarin (EGH ve ESH), asit hidroliz islemi
uygulanmamis 6rneklerinde herhangi bir fenolik bilesen izole edilememistir. Sadece asit
hidrolizi uygulanmasi sonunda EGH’de ferulik asit analiz edilebilmistir.

Cizelge 4.5’te D.sericea’nin aseton (ESA) ve metanol (ESM) ekstraktlari
incelendiginde, aseton ekstraktindan elde edilen ferulik asitten farkli olarak metanol
ekstraktinda klorojenik asit ve luteolin gozlemlendigi ve aseton ekstraktinda bulunan
degerlerin daha yiiksek oldugu goriilir. D. gnidioides’in aseton (EGA) ve metanol
(EGM) ekstraktlar1 incelendiginde ise, metanoldeki ekstraktta asetondakinden farkli
olarak p-kumarik ve ferulik asit bulundugu. Kersetinin de sadece aseton ekstraktinda
tespit edildigi goriilebilir. Metanol ekstraktinda klorojenik asit ve apigenin aseton
ekstratindakine gore daha fazla elde edilirken sirincik asit ve luteolin daha diisiik
miktarda bulunmustur. Bitkilerin hekzan ekstraktlarinda (EGH ve ESH) ise herhangi bir
fenolik bilesen tespit edilememistir.
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Cizelge 4.5. Islem gdrmemis ekstraktlarda tespit edilen fenolik bilesik
konsantrasyonlarinin mg/100 g ekstrakt olarak degeri

Fenolik bilesen ESA ESM EGA EGM EGH ESH
klorojenik asit - 177,38 57,01 884,58 -
kafeik asit -- - -- - --
sirincik asit - -- 363,89 170,61 -
p-kumarik asit -- - -- 19,36 --
ferulik asit 3,23 27,94 - 308,13 -
rosmarinik asit - - - - -
rutin -- - -- - --
mirisetin - - - - -
kersetin -- -- 144 .47 -- -
luteolin - 2,73 265,45 120,76 -
apigenin -- -- 155,58 299,92 -
ramnetin -- -- - -- -

Cizelge 4.6’da D.sericea’nin aseton (ESA) ve metanol (ESM) ekstraktlart
incelendiginde, metanol ekstraktinda asetondakinden farkli olarak klorojenik asit, p-
kumarik asit ve luetolin tespit edildigi goriiliir. Metanol ekstraktinda ferulik asit yiiksek
bulunurken apigenin daha diisiik degerde bulunmustur. D. gnidioides’in aseton (EGA)
ve metanol (EGM) ekstraktlar1 incelendiginde de Klorojenik asit, p-kumarik asit, ferulik
asit ve apigeninin sadece metanol ekstraktlarinda tespit edildigi goriilebilir. Metanol
ekstraktinda tiim degerler daha yiiksek gozlemlenmisitr. Hekzan ile elde edilen
ekstraktlarda ise sadece EGH’da ferulik asit tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Asit hidrolizlenmis ekstraktlarda tespit edilen fenolik bilesik
konsantrasyonlarinin mg/100 g ekstrakt olarak degeri

Fenolik bilesen ESA ESM EGA EGM EGH ESH
klorojenik asit -- 14,25 -- 195,37 -- -
kafeik asit - - - - - -
sirincik asit - -- 1292,78 1446,91 -- -
p-kumarik asit -- 87,19 -- 26,66 -- -
ferulik asit 42,19 96,98 - 122,11 16,02 -
rosmarinik asit - - - - - -
rutin - - - - - -
mirisetin - - - - - -
kersetin - - 193,14 211,47 - -
luteolin -- 244,33 1203,52 1216,89 -- -
apigenin 169,47 129,01 - 64,97 -- --
ramnetin - - - - - -
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Cizelge 4.7. Fenolik bilesen genel sonuglar (mg / 1009 ekstrakt)

Fenolik bilesen ESA ESM EGA EGM EGH ESH
klorojenik asit -- 177,38 57,01 884,58 -- --
kafeik asit -- -- -- -- - -
sirincik asit -- -- 1292,78* 1446,91* - -
p-kumarik asit -- 87,19* -- 26,66* - -
ferulik asit 42,19* 96,98* -- 122,11* 16,02* --

rosmarinik asit - - - - - -

rutin -- - - - -- -
mirisetin -- - - - -- -
kersetin - - 193,14* 211,47* - --
luteolin -- 244,33* 1203,52* 1216,89* -- --
apigenin 169,47* 129,01* 155,58 64,97* -- --
ramnetin - - - - - -

* Asit hidrolize 6rnekler

HPLC-DAD ile yapilan ¢aligmaya ait elde edilen fenolik bilesenlerin en yiiksek
degerleri Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Genel olarak incelendiginde polar ¢oziictilerde
(metanol ve aseton) elde edilen ekstraktlardaki fenolik bilesen konsantrasyonlarinin
apolar karakterdeki fraksyonlara gore daha yiiksekoldugu goriilmektedir. Ekstraktlarda
varlig1 belirlenen bilesikler klorojenik, ferulik, p-kumarik ve sirincik asit ile luteolin,
apigenin ve kersetindir. Polar ekstraktlar i¢inde EGA ve EGM fenolik bilesikler
bakimindan en zengin olup ESA en diisiik diizeyde bu bilesikleri igermektedir. Ozellikle
EGM, giiglii antioksidan bilesikler oldugu bilenen (Shaidi vd 1992) kersetin, ferulik asit
ve klorojenik asit icerigi bakimindan olduk¢a zengindir. Bu ekstraktta sirincik asit,
luteolin ve apigenin miktarlarinin da yiliksek oldugu sdylenebilir. Diger yandan EGA
apigenin ve ¢ok giiclii antioksidan aktiviteye sahip kersetin bakimindan zengindir. Bu
ekstraktta da sirincik asit ve luteolin miktarlar1 oldukga yiiksektir. Giiglii antioksidan
bileisklerden biri olan klorojenik asit de EGA i¢inde belirlenen bilesikler arasindadir
(57,0 mg/100 g ekst). Bunun yaninda ESM’nin giiclii antioksidan bilesikler olan
klorojenik ve ferulik asit ile luteolin, apigenin ve p-kumarik asiti énemli miktarlarda
icerdigi goriilmektedir. Cizelge 4.7°ye bakildigi zaman D. sericea’nin aseton ham
ekstrakti olan ESA’nin giiclii antioksidan ferulik asiti orta diizeylerde (42,2 mg/100 g
ekstrakt), apigenin bilesigini ise goz ardi edilmeyecek diizeylerde (169,5 mg/100 g
ekstrakt) icerdigi anlagilmaktadir. Bitkilerin hekzan ham ekstraktlari olan EGH ve
ESH’nin, analizi yapilan fenolik bilesikleri hemen hemen hi¢ igcermedigi belirlenmistir
(Cizelge 4.7). incelenen ekstraktlarda aranan bilesenler disinda pek ¢ok serbest fenolik
bilesigin dogada bulundugu bilinmektedir. Bu ekstraktlara ait HPLC-DAD
kromatogramlarina (Sekil 4.9 — Sekil 4.13) bakildigi zaman, karakterize edilemeyen
pikler oldugu goriilmektedir. Bu sinyallere neden olan bilesiklerin de fenolik karakterli
oldugu muhtemeldir. Dolayisiyla, incelenen ekstraktlarda tanimlanamyan daha pek ¢ok
bilesigin olabilecegi bir gergektir
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4.2. DPPH' Radikali Yakalama Testi Sonuclari

Boliim 3.9.’da bahsedildigi gibi DPPH' radikalinin absorpsiyonundaki azalma bu
radikalin  antioksidan bilesiklerce soniimlendigini ifade etmektedir. DPPH
konsatrasyonunun %50’sinin azalmasi i¢in gerekli ekstrakt/antioksidan miktar1 ile
antioksidan aktivite belirlenmis ve 1Cs ile ifade edilmistir.

10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL olarak hazirlanan bitki ekstraktlar: ve
kontrol (metanol), 1:1 oraninda 0,2 mM DPPH' ile 25 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 515 nm’de UV-VIS spektrofotometre ile drneklerin
absorbansi kaydedilmistir. Test edilen ekstrakt/antioksidan ig¢in % inhibisyon degeri,
esitlik 3.1 kullanilarak, kontrol 6rnegi i¢in elde edilen degere gore hesaplanmuistir.

Cesitli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlar1 ve kontroller igin o6lgiilen
absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri ESA, ESM, EGA, EGM, EGH ve ESH
icin sirastyla Cizelge 4.8, Cizelge 4.9, Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12 ve
Cizelge 4.13’te verilmistir. Veriler {i¢ paralel Olgiimiin ortalamasi olarak standart
sapmalariyla birlikte ¢izelgelerde yer almaktadir. Paralel dlgiim sonuglarmin tamami
EK 1°de goriilebilir.

Cizelge 4.8. ESA i¢in DPPH' testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama
ug/ml Absorbans Absorbans % inhibisyon

25 1,037 £ 0,005 1,301 20,3+ 04

50 1,01 £ 0,004 1,301 22,3+0,3

100 0,756 = 0,004 1,301 41,9+0,3

250 0,355+ 0,023 1,301 74,6 £1,5

500 0,282 + 0,003 1,253 77,5+0,2

1000 0,18 £0,001 1,253 85,7+0,1

Cizelge 4.9. ESM i¢in DPPH: testi sonucu elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama
ug/ml Absorbans Absorbans % inhibisyon

10 1,130 + 0,002 1,245 92+0,1

25 0,980 + 0,004 1,245 21,3+0,3

50 0,699 + 0,008 1,238 43,6 0,6

100 0,266 + 0,016 1,238 785+1,3

250 0,057 + 0,002 1,251 95,4+0,2

500 0,072 + 0,006 1,251 94,2+0,5

1140 0,102 + 0,006 1,238 91,8+0,5
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Cizelge 4.10. EGA i¢in DPPH-" testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama
ug/ml Absorbans Absorbans % inhibisyon

25 1,019 + 0,005 1,203 45+05

50 0,877 + 0,004 1,202 15,2+0,3

100 0,583 + 0,007 1,202 27 +0,6

25 0,282 + 0,003 1,195 51,2+0,3

500 0,108 + 0,004 1,195 76,4+0,3

1230 1,15 + 0,005 1,170 90,8+ 0,4

Cizelge 4.11. EGM i¢in DPPH: testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama
ug/ml Absorbans Absorbans % inhibisyon

10 1,129 + 0,012 1,169 34+1,0

25 1,081 + 0,011 1,169 76+0,9

50 0,963 + 0,009 1,169 17,7+0,8

100 0,816 + 0,004 1,169 30,3+0,3

250 0,489 + 0,004 1,169 58,2+ 0,4

500 0,102 + 0,021 1,169 91,2+1,8

Cizelge 4.12. EGH i¢in DPPH' testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama
pg/ml Absorbans Absorbans % inhibisyon

25 1,14 £ 0,001 1,182 36+0,1

50 1,134 + 0,002 1,182 41+01

100 1,116 + 0,010 1,186 58+0,8

250 1,026 + 0,009 1,186 13,4+0,7

660 0,859 + 0,003 1,202 28,5+0,2
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Cizelge 4.13. ESH i¢in DPPH testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama
ug/ml Absorbans Absorbans % inhibisyon

50 1,148 + 0,016 1,166 16+1,3

100 1,131 + 0,002 1,185 45+0,1

250 1,094 + 0,007 1,185 7,7+0,6

570 1,022 + 0,002 1,181 13,5+0,2

Cizelgelerdeki % inhibisyon degerlerinin konsantrasyona karsi grafikleri
¢izilmis, dogrusal regresyon analizi ile elde edilen en iyi dogru denklemi ve korelasyon
katsayisinin kareleri ile birlikte ESA, ESM, EGA, EGM, EGH ve ESH igin sirasiyla
Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.14. DPPH testi sonucu ESA i¢in elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

y =0,7704x + 2,5195
R2=0,9968
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Sekil 4.15. DPPH testi sonucu ESM i¢in elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.16. DPPH testi sonucu EGA i¢in elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.17 DPPH testi sonucu EGM i¢in elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.18 DPPH testi sonucu EGH i¢in elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.19. DPPH testi sonucu ESH i¢in elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Bu dogrulardaki %50 inhibisyon degerine karsilik gelen konsantrasyon degeri,
bitki ekstraktinin DPPH' radikalini %50 oraninda sontimlendirmesi igin gerekli ekstrakt
konsantrasyonunu ifade eden ICsp degerini vermektedir. Dolayisiyla, bitki
ekstrakti/antioksidan icin 1Csp degeri azaldik¢a antioksidan aktivite de o oranda
artmaktadir. Tiim ekstraktlar i¢in bulunan 1Csy degerleri Cizelge 4.14’te standart
sapmalariyle birlikte verilmistir.

Cizelge 4.14. Bitki ekstraktlar1 igcin DPPH testi sonucunda hesaplanan I1Csy degerleri

Ortalama ICsg

ESA 151,1 £3,9
ESM 61,7+0,1

EGA 236.4+0,9
EGM 150,8 2,0
EGH 1192,6 0,2
ESH 2260,4 + 0,5

In vitro antioksidan akvitelerini incelemek amaciyla yapilan testlerden olan bu
testte, sentetik bir radikal olan DPPH’in polar ortamdaki antioksidan aktivitesi
Olciilmiistiir. Calismada elde edilen sonuglar yorumlanirken DPPH' testi sonuglari,
DPPH- radikalinin absorpsiyonunda %50 inhibisyona neden olacak ekstrakt veya saf
antioksidan konsantrasyonunu ifade eden 1Csy degeri ile ifade edilmistir. Buna goére test
edilen bilesikler/ekstraktlar i¢in azalan ICsy degerleri, artan antioksidan aktivite
anlamina gelmektedir. Cizelge 4.14’te goriildiigii gibi daha diisiik 1Cso degerine sahip
polar ekstraktlar (ESA, ESM, EGA ve EGM), apolar ekstraktlara (EGH ve ESH) gore
daha yiiksek radikal yakalama aktivitesine sahiptir. Cizelge 4.14’e¢ goére en gicli
antioksidan aktivite gosteren ekstrakt, digerlerine gore oldukga diisiik 1Cso degerine
sahip olan ESM’dir. DPPH radikal yakalama aktivitesi ekstraktlar i¢in su sekilde
azalmaktadir; ESM>EGM>ESA>EGA>EGH>ESH.
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4.3. ABTS" Radikali Yakalama Aktivitesi Sonuclar

Re vd (1999)’nin c¢alismasinda belirtilen yontem esas alinarak yapilan
calismada, bitki ekstraktlarmm ABTS™ radikalini yakalama yetenegi ol¢iilmiistiir.
ABTS, oda sicakliginda K,S,0g ile reaksiyona sokularak ABTS™ radikali
olusturulmustur. Ekstraktlar ABTS™ radikali ile reaksiyona sokularak 734 nm de
absorbans 6l¢iimleri yapilmistir. Radikal ile reaksiyona sokulan ekstrakt konsantrasyonu
10 pg/mL-1000 pg/mL araliginda tutulmustur. % inhibisyon degerleri esitlik 3.1°de
verilen formiile gére hesaplanmustir;

Elde edilen inhibisyon degerlerinin konsantrasyona karsi gizilen egrileri ile bu
testte standart olarak kullanilan troloks icin elde edilen aynmi tip egrinin
karsilastirilmasiyla, s6z konusu ekstrakt icin antioksidan aktivite, troloks esdegeri
antioksidan kapasite anlamina gelen TEAC degeri ile ifade edilmistir.

Cesitli  konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlar1 ve kontroller igin Olglilen
absorbans, hesaplanan % inhibisyon ve kontrol degerleri ESA, ESM, EGA, EGM, EGH
ve ESH ig¢in sirasiyla Cizelge 4.15, Cizelge 4.16, Cizelge 4.17, Cizelge 4.18, Cizelge
419 ve Cizelge 4.20’te verilmistir. Troloks standardina ait oOlgiilen absorbans,
hesaplanan % inhibisyon ve kontrol degerleri Cizelge 4.21.’de verilmistir. Veriler ii¢
paralel Ol¢iimiin ortalamasi olarak standart sapmalariyla birlikte cizelgelerde yer
almaktadir. Paralel 6l¢iim sonuglarinin tamami EK_2’de goriilebilir.

Cizelge 4.15. ESA igin ABTS™ testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Ortalama Ortalama

Konsantrasyon (pg/ml) Absorbans Kontrol fnhibisyon
25 0,538 + 0,002 0,627 14,3 + 0,4

50 0,487 £0,004 0,627 223+0,7

100 0,440 + 0,005 0,627 29,9+0,7

250 0,301 £ 0,002 0,572 47,3+0,4

500 0,266 + 0,002 0,572 53,4+0,3

1015 0,268 + 0,002 0,572 53,1+0,3
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Cizelge 4.16. ESM icin ABTS™ testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %

inhibisyon degerleri

Konsantrasyon (pg/ml) A(\)brsilr?)rarllr?s Kontrol h?}:;.[ﬁlii;n;
10 0,595 + 0,005 0,620 40+0,8

25 0,555 + 0,005 0,620 105+0,8

50 0,498 + 0,003 0,620 19,7+0,5

100 0,419 + 0,003 0,620 32,3+0,4

250 0,268 + 0,003 0,632 57,6 +0,3

500 0,109 + 0,002 0,632 82,7+0,1

1040 0,022 + 0,001 0,632 96,5+ 0,8

Cizelge 4.17. EGA igin ABTS™ testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %

inhibisyon degerleri

Ortalama Ortalama

Konsantrasyon (pg/ml) Absorbans Kontrol inhibisyon
10 0,606 + 0,003 0,630 3,9+0,5

25 0,572 £ 0,005 0,630 9,3+0,7

50 0,532 + 0,002 0,630 15,7 +0,3

100 0,549 + 0,002 0,630 12,9+0,3

250 0,475 + 0,002 0,631 247+0,3

500 0,366 + 0,012 0,631 419+1,8

1230 0,203 £ 0,006 0,631 67,8+0.,6

Cizelge 4.18. EGM icin ABTS™ testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %

inhibisyon degerleri

Konsantrasyon (pg/ml) A?br;glr?)r:r?s Kontrol 15133!2?01
10 0,576 + 0,001 0,609 54+0,1

25 0,536 +0,001 0,609 12,0 +0,2

50 0,476 0,001 0,609 21,8+0,2

100 0,401 £ 0,002 0,609 34,1+0,3

250 0,275 + 0,003 0,594 53,7+0,5

500 0,152 + 0,003 0,594 745+0,5

1228 0,005 £ 0,002 0,594 99,1+0,3
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Cizelge 4.19. EGH i¢in ABTS™ testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Ortalama Ortalama

Konsantrasyon (pg/ml) Absorbans Kontrol fnhibisyon
25 0,586 + 0,004 0,589 0,4+0,7
50 0,583 + 0,001 0,589 1,0+0,1

100 0,563 + 0,002 0,589 4,3+0,3

250 0,527 £ 0,001 0,589 10,6 £0,1

610 0,449 + 0,002 0,589 23,6 +0,3

Cizelge 4.20. ESH igin ABTS™ testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Ortalama Ortalama

Konsantrasyon (pg/ml) Absorbans Kontrol inhibisyon
50 0,594 + 0,001 0,596 0,2+0,1

100 0,576 £ 0,003 0,596 34+0,5

250 0,544 + 0,003 0,596 8,7+0,5

500 0,505 + 0,001 0,590 144 +0,1

780 0,505 + 0,002 0,590 144+ 0,4

Cizelge 4.21. Troloks icin ABTS™ testi sonucu elde edilen ortalama absorbans ve %
inhibisyon degerleri

Konsantrasyon mM Ortalama Absorbans Kontrol _Or'Fa!ama
Inhibisyon
0,0025 0,605 + 0,001 0,621 26+0,1
0,005 0,593 £ 0,001 0,621 45+0,1
0,01 0,577 £ 0,001 0,621 7,1+0,1
0,025 0,518 + 0,005 0,621 16,6 £0,8
0,05 0,427 £ 0,001 0,621 31,3+0,2
0,1 0,226 = 0,002 0,621 63,6 £ 0,3

Cizelgelerdeki % inhibisyon degerlerinin konsantrasyona kars1 grafikleri
cizilmis, dogrusal regresyon analizi ile elde edilen en iyi dogru denklemi ve korelasyon
katsayisinin kareleri ile birlikte ESA, ESM, EGA, EGM, EGH, ESH ve troloks
standardi i¢in sirasiyla Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil
4.25 ve Sekil 4.26.’da verilmistir.
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Sekil 4.21. ABTS™ testi sonucu ESM igin elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon
grafigi
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Sekil 4.22. ABTS™ testi sonucu EGA igin elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon
grafigi
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Sekil 4.23. ABTS™ testi sonucu EGM icin elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon
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Sekil 4.24. ABTS™ testi sonucu EGH icin elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon

grafigi
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Sekil 4.25. ABTS™ testi sonucu ESH icin elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon
grafigi
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Sekil 4.26. ABTS™ testi sonucu Troloks igin elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon
grafigi

Tiim ekstraktlar i¢in bulunan 1Csq degerleri Cizelge 4.22’te standart sapmalariyle
birlikte verilmistir.

Cizelge 4.22. Bitki ekstraktlar1 icin ABTS™ testi sonucunda hesaplanan ICso degerleri

Ortalama ICsg

ESA 262.4+ 0,4
ESM 154,1£0,5
EGA 603.5+0.4
EGM 147.2 £ 0,4
EGH 12634+ 1,7
ESH 1654+ 3,2

Bu ICsp degerleri kullanilarak tim ekstraktlar i¢in hesaplanan TEAC degerleri
mM Trolox/g ekstrakt cinsinden Cizelge 4.23’te standart sapmalariyle birlikte
verilmistir.

Cizelge 4.23. Bitki ekstraktlar1 icin ABTS™ testi sonucunda hesaplanan TEAC degerleri
g

mM Troloks/g ekstrakt

ESA 0,302 £ 0,005
ESM 0,515 £ 0,004
EGA 0,131 £0,006
EGM 0,539 £ 0,005
EGH 0,063 £ 0,001
ESH 0,048 £ 0,001
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In vitro antioksidan akvitelerini incelemek amaciyla yapilan testlerden olan bu
testte, sentetik bir radikal olan ABTS™ nin polar ortamdaki antioksidan aktivitesi
Olcililmiistiir. Bir bitki ekstrakti i¢in TEAC degeri, ayn1 kosullarda s6z konusu ekstraktin
bir grami ile aymi antioksidan aktiviteye sahip troloksun mM biriminde hesaplanmis
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bu bakimdan artan troloks esdegeri antioksidan
aktivite (TEAC) degeri, artan antioksidan aktivite anlamina gelmektedir. Buna daha
yiiksek TEAC degerine sahip polar ekstraktlar (ESA, ESM, EGA ve EGM), apolar
ekstraktlara (EGH ve ESH) gore daha yliksek radikal yakalama aktivitesine sahiptir.
Cizelge 4.23’te goriilen degerlere gore en giiclii antioksidan aktivite gosteren ekstrakt
EGM dir. ABTS™ radikal yakalama aktivitesi ekstraktlar icin su sekilde azalmakatadir;
EGM>ESM>ESA>EGA>EGH>ESH.

4.4. Klorofil a, Klorofil b ve Toplam Karotenoid I¢erigi Sonuclar

Ekstraktlardaki klorofil a (C), klorofil b (Cp) ve toplam karotenoid (Cyuc)
miktarlar1 Bolim 3.6’da verilen yonteme gore mg / 100 g ekstrakt cinsinden
belirlenmistir.

Klorofil igerigini belirlemek icin bitki ekstraktlar1 Cizelge 4.49°da gdsterilen
konsantrasyonlarda ve belirtilen ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanmistir.

Cizelge 4.24. Klorofil igerigini belirlemek i¢in uygulanan yontemde ekstrakt
cozeltilerinin hazirlanmasi ile ilgili bilgiler

Tartim Son hacim Konsantrasyon N

(mg) (mi) (ug/mL) Cozgen
ESA 55 10 550 Metanol
ESM 7,2 10 720 Metanol
EGA 5,4 10 540 Metanol
EGM 6 10 600 Metanol
EGH 5,2 10 520 Dietileter
ESH 3 10 300 Dietileter

Klorofil a ve b standartlar1 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 ve 20,0 pg/mL
konsantrasyonlarda Cizelge 4.24’te belirtilen ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiler icin elde edilen absorbans degerleri ve dlgiildiikleri dalga boylari
Cizelge 4.25’te verilmistir. Absorbans degerleri iki paralel 6l¢limiin ortalamasi olarak
ve Olglim smirlart da belirtilerek verilmigtir. Tekrar Ol¢iimlerin tamami EK 3’te
gortilebilir.
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Cizelge 4.25. Metanol ve dietil eter icinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan klorofil
standartlar1 i¢in farkli dalga boylarinda elde edilen ortalama absorbans

degerleri

Konsantrasyon (pg/mL)

Ortalama Absorbans

Klorofil a Klorofil a Klorofil b Klorofil b
(MeOH) (dietileter) (MeQOH) (dietileter)
666nm 662nm 653nm 646nm
0,1 - 0,014 % 0,0007 - 0,019 = 0,0003
0,25 0,010 + 0,0008 0,037 £ 0,0013 - 0,039 + 0,0006
0,5 0,028 + 0,0004 0,059 + 0,0011 0,010 = 0,0060 0,068 + 0,0006
1,0 0,073 £ 0,0001 0,108 + 0,0006 0,027 + 0,0004 0,114 £ 0,0003
2,5 0,173 + 0,0008 0,280 + 0,0004 0,082 +0,0010 0,302 + 0,0003
50 0,352 + 0,0007 0,595 + 0,0007 0,184 + 0,0004 0,624 +0,0010
10 0,699 + 0,0006 1,067 +0,0141 0,383 + 0,0001 0,916 = 0,0003
20 0,729 +0,0010

Klorofil a ve b standartlarinin metanolde ve dietileterde hazirlanmis kalibrayon
egrileri Sekil 4.27°de gdsterilmistir.

0,8 - @) 0.8 1 (b)
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0,6
o 00 €05 -
I 0,5 1 8 ’
S04 - 5 04 1
203 - g 0.3 1
© ]
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0 5 10 0 5 10 15 20
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Sekil 4.27. Klorofil a ve klorofil b standart ¢6zeltileri i¢in elde edilen kalibrasyon
egrileri. a) Klorofil a metanol ¢ozeltisi b) Klorofil b metanol ¢ozeltisi
¢) Klorofil a dietileter ¢ozeltisi d) Klorofil b dietileter ¢ozeltisi
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Klorofil a ve klorofil b igerigi testi sonucu, bitki ekstraktlar1 i¢in elde edilen
absorbans degerleri Cizelge 4.26’da verilmistir. Veriler li¢ paralel dl¢limiin ortalamasi
olup standart sapmalariyla birlikte gdsterilmistir. Ol¢iim sonuglarinin tamami1 EK_3’te
goriilebilir.

Cizelge 4.26. Klorofil a ve klorofil b igerigi testi sonucu, bitki ekstraktlari i¢in elde
edilen ortalama absorbans degerleri

Ortalama absorbans (MeOH)

666nm 653nm 470nm
ESA 0,119 +0,001 0,134 £ 0,002 0,061 = 0,001
ESM 0,114 +0,001 0,102 £ 0,001 0,204 = 0,001
EGA 0,051 +0,001 0,075 £ 0,001 0,048 = 0,001
EGM 0,023 £0,001 0,022 £ 0,001 0,063 + 0,001

Ortalama absorbans (dietileter)

662nm 644nm 470nm
EGH 0,040 £+ 0,005 0,005 £ 0,001 0,051 £0,001
ESH 0,135 0,001 0,023 £ 0,001 0,108 = 0,007

Caligilan bitki ekstraktlarinin bu absorbans degerlerine karsilik gelen ve pg/mL
olarak tespit edilen klorofil a, klorofil b ve toplam karotenoid miktarlar1 Cizelge 4.27'de
gosterilmistir. Metanolde hazirlanan ekstraktlar (ESA, ESM, EGA, EGM)’1n absorbans
degerlerinden konsantrasyon (nug/mL) elde edilirken C, i¢in esitlik 3.4, Cyi¢in esitlik 3.5
ve Cy.c i¢in esitlik 3.6 kullanilmis ve ilgili yerlere belirli dalga boyundaki absorbans
degerleri yerlestirilmistir. Dietileterde hazirlanan ekstraktlar (EGH, ESH)’1n absorbans
degerlerinden konsantrasyon (ng/mL) elde edilirken C; i¢in esitlik 3.1, Cpigin esitlik 3.2
ve Cyc i¢in esitlik 3.3 kullanilmis ve ilgili yerlere belirli dalga boyundaki absorbans
degerleri yerlestirilmistir.

Cizelge 4.27. Absorbanstan elde edilen ortalama C,, Cy, ve Cy.c degerleri (ug/mL)

Metanolde hazirlanan ekstraktlarin konsantrasyonlari (pg/ml)

Ca Cb Cx+c
ESA 0,875+ 0,017 2,294 £ 0,040 --
ESM 1,044 £ 0,020 1,471 £0,035 0,043 £0,019
EGA 0,256 + 0,005 1,448 £ 0,025 --
EGM 0,189+£0,014 0,351 £0,026 0,069 £0,016

Dietileterde hazirlanan ekstraktlarin konsantrasyonlar1 (pg/ml)

Ca Cb Cx+c
EGH 0,395 £ 0,047 - 0,230 + 0,005
ESH 1,343 £0,012 - 0,480 + 0,031
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Bitki ekstraktlarinin igerdigi klorofil a, klorofil b ve toplam karotenoid
miktarlarinin mg / 100 g ekstrakt cinsinden sonuglari1 Cizelge 4.28’de verilmistir.
Cizelge 4.28. Bitki ekstraktlarmin klorofil a (C,), klorofil b (Cp) ve toplam karotenoid

(Cxsc) igerigi igin mg / 100 g ekstrakt cinsinden sonug tablosu

Klorofil a mg/100g Klorofil b mg/100g Toplam karotenoid

mg/100g
ESA 159,17+ 3,0 417,06 £7,2 --
ESM 144,95 £ 2.8 204,29 +4.9 6,05+2,6
EGA 473909 268,19 + 4.7 --
EGM 31,49 +23 58,44+ 43 11,85+2.,6
EGH 75,94 £ 9.0 -- 44,18 + 1,0
ESH 447,60 + 4,1 -- 159,03 + 10,2

Cizelge 4.28°deki degerlere bakildiginda, polar ekstraktlarin (ESA, ESM, EGA
ve EGM), klorofil b iceriginin klorofil a igeriginden daha yiiksek oldugu goriilebilir.
Bunun tersine, bitkilerin apolar fraksiyonunu temsil eden hekzanda ¢oziinen
fraksiyonlar olan EGH ve ESH’da Klorofil b hi¢ saptanamamistir. Toplam karotenoid
iceriginin ise tahmin edilebilecegi gibi apolar fraksiyonlarda (EGH ve ESH) polar
olanlara gore ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni apolar karakterdeki
karotenoidlerin hekzan icinde metanol ve asetona gore ¢Oziliniirliigiiniin ¢ok daha
yiiksek olmasidir. Ayrica, polar ekstraktlar i¢in hekzan ile ilave yikamalar yapilmasi
sirasinda karotenoid grubu bilesiklerin ¢cogu ekstraktlardan uzaklastirilmis durumdadir.
Klorofil a igerigi i¢in siralama ESH > ESA > ESM > EGH > EGA > EGM olarak
verilebilir. Klorofil b igerigi en fazla ESA ‘de gozlemlenmistir. Klorofil b igerigi ESA >
EGA > ESM > EGM sirasinda azalmaktadir. Toplam karotenoid igerigi azalma
siralamasi ise ESH > EGH > EGM > ESM olarak yazilabilir.

4.5. Toplam Fenolik i¢cerigi (TPC) Sonuclari

Toplam fenolik icerigi Singleton vd (1999) tarafindan rapor edilen yontem esas
alinarak Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) kullanilarak belirlenmistir. Bitki ekstraktlar1 i¢in
tespit edilen toplam fenolik bilesen igerikleri (TPC) gallik asit esdegeri (mg GAE/g
ekst) olarak ifade edilmistir. Bitki ekstraktlarinin absorbans degerlerini gallik asit
esdegerine doniistirmek i¢in gallik asit standardinin farkli konsantrasyonlardaki
absorbanslar1 Olcililerek Cizelge 4.29°da verilmistir. Veriler paralel 6lgiimlerin
ortalamasi olup standart sapmalariyla birlikte gosterilmistir. Olgiim sonuglarmin tamami
EK 4’te gortilebilir.
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Cizelge 4.29. Toplam fenolik bilesen igerigi testinde standart olarak kullanilan gallik
asit (GA) i¢in 760 nm’de elde edilen ortalama absorbans degerleri

mM G.A. Kontrol Ortalama absorbans
0,01 0,010 0,015 + 0,001
0,05 0,010 0,107 £ 0,004

0,075 0,010 0,171+ 0,001
0,1 0,010 0,235 £ 0,004
0,25 0,010 0,606 + 0,003
0,5 0,010 1,139 + 0,001

Gallik asit i¢in elde edilen konsantrasyona karsilik ortalama absorbans degerleri
Sekil 4.28°de grafik halinde sunulmustur.
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Sekil 4.28. TPC testi sonucu gallik asit i¢in 760 nm de elde edilen konsantrasyon-
absorbans egrisi

Bitki ekstraktlar1 i¢in 760 nm de elde edilen ortalama absorbans degerleri
Cizelge 4.30°da verilmistir.
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Cizelge 4.30. Toplam fenolik bilesen testi sonucu bitki ekstraklari i¢in 760 nm’de elde
edilen ortalama absorbans degerleri

Kontrol Diizeltilmis ortalama

absorbans
ESA 0,051 0,402 + 0,060
ESM 0,065 0,343+ 0,016
EGA 0,175 0,473 + 0,046
EGM 0,227 0,599 + 0,017
EGH 0,190 0,019 + 0,031
ESH 0,192 0,048 + 0,030

Cizelge 4.30’da verilen bitki ekstraktlarina ait absorbans degerleri Sekil
4.28’deki veriler yardimiyla mg GAE/g ekstrakt seklinde hesaplanarak TPC degerleri
olarak Cizelge 4.31’de verilmistir.

Cizelge 4.31. Bitki ekstraktlarina ait toplam fenolik bilesen igerigi (TPC, mg GAE/g
ekst) degerleri

Ortalama TPC
(mg GAE/g ekstrakt)

ESA 667,6 + 88,8
ESM 602,5 + 23,6
EGA 954,7 + 67,3
EGM 1219,3 £ 25,2
EGH 309,1 + 46,0
ESH 3544 £ 43,6

Cizelge 4.31°e gore polar ¢ozgen ekstraktlarinda daha yiiksek miktarda fenolik
bilesen tespit edilmistir. Ozellikle EGM ve EGA ekstraktlar1 oldukg¢a yiiksek TPC
degerine sahiptir. D. sericea ekstraktlar1 ise bu iki ekstrati takip etmektedir. TPC degeri
en yiiksek bitki ekstrakt EGM tiir. TPC degerleri tiim bitki ekstraktlar i¢in su sekilde
azalmaktadir; EGM>EGA>ESM>ESA>ESH>EGH.

4.6. Toplam Flavonoid I¢erigi (TFC) Sonuclari

TFC testinde standart olarak kullanilan rutinin farkli konsantrasyonlari icin elde
edilen ortalama absorbans degerleri Cizelge 4.32°de verilmis, bu degerlerden
olusturulan konsantrasyon-absorbans egrisi ise Sekil 4.29°de gosterilmistir. Veriler ii¢
paralel &lgiimiin ortalamasi olup standart sapmalariyla birlikte gosterilmistir. Olgiim
sonuglarinin tamami EK_5’te goriilebilir.
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Cizelge 4.32. TFC testi sonucu rutin standardi i¢in 430 nm’de elde edilen ortalama
absorbans degerleri

Rutin (ug/ml) Kontrol Ortalama abs
5 0,0458 0,042 + 0,004
10 0,0458 0,069 + 0,014
20 0,0458 0,165 + 0,013
40 0,0458 0,325+ 0,013
80 0,0458 0,641 + 0,007
100 0,0458 0,796 + 0,066
0,9 -
0,8 -
0,7 -
., 0,6 -
;E 0,5 - y = 0,008x - 0,0002
S04 - R?=0,9996
Q
©03 -
0,2 -
0,1 -
0,0 . . .
0 50 100 150
konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.29. TFC testi sonucu rutin igin 430 nm’de elde edilen konsantrasyon-absorbans
egrisi

TFC testi sonucu bitki ekstraktlar1 icin 430 nm’de elde edilen absorbans
degerleri Cizelge 4.33°de verilmistir.
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Cizelge 4.33. TFC testi sonucu bitki ekstraktlar1 i¢in elde edilen ortalama absorbans

degerleri
Kontrol Diizeltilmis ortalama
absorbans
ESA 0,202 0,195+ 0,016
ESM 0,113 0,115 + 0,007
EGA 0,018 0,018 + 0,001
EGM 0,023 0,024 + 0,001
EGH 0,014 0,014 + 0,002
ESH 0,115 0,097 + 0,016

Bitki ekstraklarinin rutin esdegeri olarak TFC degerleri mg rutin/g ekstrakt
olarak Cizelge 4.34’de verilmistir.

Cizelge 4.34. Bitki ekstraktlarina ait toplam flavanoid bilesen igerigi (TFC, mg rutin/g
ekstrakt) degerleri

Ortalama TFC
(mg rutin / g ekstrakt)

ESA 39,1+4,9
ESM 121,3+ 19,7
EGA 144,2 £ 8,2
EGM 2445+ 19,5
EGH 18,0+2,5
ESH 30,0+ 1,4

Cizelge 4.34°deki sonuglara gore polar ekstraktlar (ESA, ESM, EGA ve EGM)
apolar ekstraktlara gore daha yiiksek TFC degerine sahiptir. D.gnidioides ekstratlari en
yiiksek iki degere sahiptir ve toplam flavonoid igerigi en yiiksek ekstrakt EGM’dir.
Siralama ise EGM > EGA > ESM > ESA > ESH > EGH seklindedir.

4.7. Biiyiikbas Hayvan Beyni Lipozomlart (BBE)’nda Lipid Peroksidasyon
Inhibisyonunun Ol¢iimii Sonuclar:

Bolim 3.6.°daki yonteme gore yapilan calismada, biiyiikbas hayvan beyni
(BBE) ekstraktindan  hazirlanan  lipozomlarda  bitki  ekstraktlarinin  lipid
peroksidasyonunu onleme yetenegi Olglilmiistiir. Sonuglar, ekstraktlar tarafindan lipid
peroksidasyon reaksiyonunun inhibe edilme oranini temsil eden % inhibisyon degerleri
olarak verilmistir.
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BBE testi sonucu, bitki ekstraktlarinin kullanildigi durumlarda elde edilen
absorbans degerleri Cizelge 4.35’de gosterilmistir. Veriler {i¢ paralel o6l¢iimiin
ortalamas1 olup standart sapmalariyla birlikte gosterilmistir. Ol¢iim sonuclarimin tamami
EK 6’da goriilebilir.

Cizelge 4.35. BBE testinde ekstrakt absorbanslarinin ortalamalari

Spg/ml 10pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100pg/ml 250 pg/ml
ESA 0,317 + 0,009 0,299 + 0,048 0,247 + 0,001 0,234+ 0,014 0,208 + 0,005 0,287 + 0,004
ESM 0,263 + 0,002 0,248 + 0,003 0,227 + 0,006 0,228 + 0,006 0,224 + 0,006 0,209 + 0,015
EGA 0,452 + 0,041 0,350 + 0,020 0,281+ 0,010 0,136 +0,012 0,142 + 0,034 0,199 + 0,053
EGM 0,439 + 0,008 0,410+ 0,010 0,297 + 0,004 0,127 + 0,003 0,260 + 0,002 0,207 + 0,005
EGH 0,311 + 0,002 0,397 + 0,005 0,405+ 0,016 0,407 + 0,005 0,425 + 0,008 0,438 + 0,002
ESH 0,159+ 0,001 0,174 + 0,003 0,184 + 0,005 0,220+ 0,011 0,311 +0,008 0,372 £ 0,007

BBE testi sonucu, pozitif kontrol antioksidanlar (Kersetin, BHT, a-tokoferol ve
ferulik asit) in kullanildig1r durumlarda elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.36’da
gosterilmistir.

Cizelge 4.36. BBE testi sonucu, pozitif kontrol antioksidanlarin kullanildig1 durumlarda
elde edilen ortalama absorbans degerleri

Spg/ml 10pg/ml 25 ng/ml 50 pg/ml 100pg/ml 250 pg/ml
Kersetin 0,483 £ 0,005 0,464 £ 0,017 0,464 £ 0,008 0,509 £ 0,013 0,501 £ 0,006 0,448 £0,012
BHT 0,469 + 0,006 0,441 £0,012 0,338 +£0,010 0,314 £ 0,005 0,196 + 0,004 0,148 £ 0,004
a-tokoferol 0,267 £ 0,003 0,179 £ 0,004 0,176 + 0,006 0,164 + 0,005 0,152+ 0,011 0,145 +0,010
Ferulik asit 0,547 +£0,011 0,546 + 0,002 0,542 +£0,016 0,524 £ 0,002 0,519 £ 0,047 0,467 £0,014

inhibisyon degerleri Cizelge 4.37°de verilmistir.

Bitki ekstraktlar1 i¢in absorbans degerlerinden yola ¢iklarak hesaplanan %

Cizelge 4.37. BBE testi sonucu, ekstraktlarda elde edilen ortalama %inhibisyon

degerleri
% inhibisyon
pg/ml ESA ESM EGA EGM EGH ESH

5 548+1,3 62,0 £ 0,6 35,7+5,9 37,6+ 1,1 55,8+0,2 52,4402
10 61,6+64 64,7+0,5 502 +2,9 41,9+2.0 43,5+0,7 47,8+0,9
25 64,9 +0,4 67,6+0,8 599+1,5 57.8+0,6 423+23 448 +1,4
50 65,7+2,5 673+1,0 80,6 + 1,8 81,9+ 0,4 42,1 +0,7 343+33
100 70,4 +0,7 68,5+0,6 79,8 £4,9 63,0402 396+1,1 70+23
250 592+0,6 70,1 £2,5 71,7 +7,5 70,5+ 0,6 377403 -
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Pozitif kontrol antoksidanlar i¢in BBE testi sonucu elde edilen % inhibisyon
degerleri de Cizelge 4.38’de verilmistir.

Cizelge 4.38. BBE testi sonucu, pozitif kontrollerde elde edilen ortalama %inhibisyon

degerleri
% inhibisyon

pg/ml Kersetin BHT a-tokoferol Ferulik asit
° 25,5+0,7 27,7+0,9 58,9+0,5 156+ 1,7
10 284+2,7 32,0+1,8 72,4+0,6 15,7+0,3
25 284413 479+1,6 72,9+0,9 16,4 +2,5
50 21,4+2,0 51,5+0,8 752+0,8 19,1+0,3
100 22,7409 69,8+ 0,6 76,6+ 1,7 20,0+7,3
250 309+ 1,8 77,1 +1,1 777+ 1,6 28,0+2,1

BBE testi sonucu elde edilen, bitki ekstraklarma ve pozitif kontrol
antioksidanlara ait % inhibisyon degerleri grafiksel olarak Sekil 4.30’da gosterilmistir.

D. sericea dan elde edilen polar yapidaki ESA ve ESM, 100 veya 250 ug/mL’ye
kadar kullanildiklarinda konsantrasyonla artan bir egilimle BBE’de meydana gelen lipid
oksidasyonunu inhibe etme yetenegi gostermislerdir (Sekil 4.30). EGA ve EGM’nin
aktivitelerinin ise 5-50 pg/mL araliginda en yiiksek oldugu bulunmustur. ESA ve ESM
icin etkili konsantrasyon aralifinda BBE lipid substratinda oksidasyonu inhibe etme
yetenegi %55-70 araliginda konsantrasyonla beraber artmakta iken EGA ve EGM ‘nin
kullanildigr durumlarda lipid oksidasyonunun daha basarili olarak inhibe edildigi
goriilmektedir (Sekil 4.30). Ozellikle bu ekstraktlar i¢in 50-250 pg/mL araliginda
inhibisyon yiizdeleri %70-80 civarindadir. Calisilan  polar pozitif kontrol
antioksidanlardan  kersetinin =~ farkli  konsantrasyonlarda  kullanilmas1  lipid
oksidasyonunun inhibe edilme derecesinde 6nemli bir farklilik yaratmamis olup %20-30
araliginda aktivite gosterilmistir. Calisilan diger polar antioksidan olan ferulik asit
durumunda ise 100 pg/mL ye kadar gosterilen aktivitede konsantrasyon artisi ile yavas
bir artis, bu noktadan sonra ise daha hizli bir artis sergilenmistir. Ancak genel anlamda
tim konsantrasyonlarda ferulik asit BBE oksidasyonunu etkili olarak inhibe
edememistir.

Calismada ekstraktlarla kiyaslanan lipofilik antioksidanlardan biri olan BHT
durumunda konsantrasyonla beraber artan bir antioksidatif koruma gozlenmistir.
Ozellikle 100 ve 250 pg/mL lik BHT konsantrasyonlarinda BBE’de gosterilen
antioksidatif koruma dikkat ¢ekicidir. Test edilen diger apolar antioksidan olan ve giiglii
aktivitesi pek ¢ok kez kanitlanmig o-tokoferolin ise genel olarak tim
konsantrasyonlarda BBE icinde en etkin antioksidatif korumay: sagladigi agikca
goriilmektedir (Sekil 4.30). o-tokoferolin BBE’de sagladigi lipid oksidasyon
reaksiyonunu inhibe etme yetenegi ¢alisilan konsantrasyon araliginda %55-75 olarak
belirlenmistir. Pozitif kontrollerle ilgili sonuglardan, lipofilik antioksidanlarin BBE
icinde daha homojen c¢o6ziinebilme ve dispersiye olma ozelliklerinden dolay: lipid
oksidasyonuna kars1 daha etkili koruma sagladigi sonucuna varilabilir.

69



Genel olarak bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar kiyaslandiginda, ESA, ESM,
EGA ve EGM’nin BBE iginde saf antioksidanlarin sagladigi koruma yaninda gz ardi
edilemeyecek aktivitelerle koruma gosterdigi anlagilmistir. ESA ve ESM c¢alisilan tim
konsantrasyonlarda ayni sartlardaki apolar saf antioksidanlara yakin etkin koruma
saglarken, EGA ve EGM, o6zellikle 50 ve 100 pg/mL de antioksidan aktivitesinin en
yiiksek oldugu belirlenen a-tokoferole ¢ok yakin bir davranis sergilemistir (Sekil 4.30).

Sekil 4.30. BBE’de meydana gelen lipid peroksidasyonunun bitki ekstraktlar1 ve saf
antioksidanlarca % inhibisyonu
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4.8. Siiperoksit Anyon Radikali (O,") Yakalama Aktivitesi Sonuclar:

Valentao vd (2001) tarafindan rapor edilen yontem temel alinarak yapilan O,”
yakalama aktivite testi sonucu, 25 pg/mL ile 500 pg/mL arasinda hazirlanmis etanolik
bitki ekstraktlarinin 560 nm’de absorbanlar1 6l¢iilmiistiir. Absorbans degerleri diger pek
cok testte oldugu gibi O,  radikalini yakalama basarisin1 ifade eden %inhibisyon
degerleri olarak rapor edilmistir. Pozitif kontrol antioksidanlara ait sonuclar1 da i¢eren
tiim absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri Cizelge 4.39°dan Cizelge 4.44’¢
kadar numaralandirilmis ¢izelgelerde verilmistir. Bitkilere ait hekzan ekstraktlar1 olan
EGH ve ESH, belirli bir O," radikali yakalama aktivitesi gostermedigi i¢in bu iki
ekstraktla ilgili sonuglar (veri gosterilmemistir) Boliim 4.8 kapsamindaki ¢izelge ve
sekillere dahil edilmemistir. Veriler {i¢ paralel Olgiimiin ortalamasi olup standart
sapmalariyla birlikte gosterilmistir. Ol¢iim sonuglarinin tamami1 EK_7’de goriilebilir.

Cizelge 4.39. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu ESA igin elde
edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

ug/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
25 0,397 + 0,002 8,3+04
50 0,365 + 0,005 15,8+1,2
100 0,343 + 0,001 20,7+0,2
250 0,334 £0,016 22,8+3,8
500 0,326 + 0,002 24,8+ 0,6
kontrol 0,433

Cizelge 4.40. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu ESM igin elde
edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

ug/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
25 0,397 £ 0,012 8,3+ 29
50 0,374 +£ 0,015 13,7+3,5
100 0,366 + 0,003 15,6 £0,7
250 0,331 + 0,007 236+1,6
500 0,305+0,018 29,6 £4,0
kontrol 0,433
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Cizelge 4.41. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu EGA igin elde
edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

ug/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
25 0,373+ 0,015 13,8+ 3,5
50 0,367 + 0,002 15,3+0,5
100 0,345 + 0,005 204 +1,2
250 0,190 + 0,021 56,2 + 4,7
500 0,267 £0,012 38,3+2,7
kontrol 0,433

Cizelge 4.42. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu EGM i¢in elde
edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

pg/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
25 0,413+ 0,016 47+3,7
50 0,372 + 0,027 141+6,3
100 0,359 + 0,002 17,1+0,4
250 0,179 + 0,005 58,6 +1,0
500 0,292 + 0,006 326+13
kontrol 0,433

Cizelge 4.43. Siiperoksit anyon radikali (O;") yakalama aktivite testi sonucu Ferulik asit
icin elde edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

ug/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
10 0,328 £ 0,010 243+22
25 0,322 + 0,007 25,7+1,6
50 0,288 + 0,005 335+1,2
100 0,239 + 0,009 448+2.0
kontrol 0,433
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Cizelge 4.44. Siiperoksit anyon radikali (O, ") yakalama aktivite testi sonucu Kersetin
icin elde edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

ug/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
10 0,315+ 0,010 27,3+1,5
25 0,294 + 0,07 32,1+2,3
50 0,249 + 0,05 42,6 £0,7
100 0,177 £ 0,09 59,0+2,7
kontrol 0,433

Cizelge 4.45. Siiperoksit anyon radikali (O, ") yakalama aktivite testi sonucu BHT igin
elde edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

ug/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
10 0,399 + 0,003 7,8+0,6
25 0,398 + 0,004 8,2+0.8
50 0,397 + 0,008 8,4+19
100 0,418 + 0,005 35=+1,1
kontrol 0,433

Cizelge 4.46. Siiperoksit anyon radikali (O, ") yakalama aktivite testi sonucu a-tokoferol
icin elde edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

png/ml Ortalama absorbans Ortalama % inhibisyon
10 0,266 £ 0,014 38,6 £3,2
25 0,340 + 0,004 21,6+0,9
50 0,387 £0,011 10,7 £ 2,5
100 0,414 + 0,008 43+1.,8
kontrol 0,433

Stiperoksit anyon radikal (O,") yakalama aktivite testi sonucu, bitki ekstraklar
ve pozitif kontrol antioksidanlar1 i¢in farkli konsantrasyonlarda elde edilen %
inhibisyon degerleri grafiksel olarak Sekil 4.31.’de gosterilmistir. Sekil 4.31.”¢ gore, D.
sericea polar ekstraktlart olan ESA ve ESM hari¢ diger tim ekstraktlar 50 pg/mL’de
prooksidan aktivite gostermeye baslamis olup 250 pg/mL den sonra bu ekstraktlarin
aktivitesinde azalma olduguna karar verilmistir. ESA ve ESM, 500 pg/mL ye kadar
artan konsantrasyonla beraber O;" radikal olusumunu belli bir seviyeye kadar artan bir
sekilde inhibe etmeyi basarmistir. D. gnidioides in polar fraksiyonlar1 olarak
adlandirabilecegimiz EGA ve EGM igin en etkili konsantrasyonun 250 pg/mL oldugu
belirlenmis olup bu iki ekstraktin bu konsanrasyonda, O, radikalinin olusumunu tim
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calisilan ekstrakt ve konsantrasyonlar iginde en basarili sekilde inhibe ettigi (%55-60)
gozlenmistir.

Genel olarak pozitif kontrol bilesikleri icinde polar antioksidanlar ferulik asit ve
kersetinin apolar antioksidanlara gore aktivitelerinin belirgin olarak daha yiiksek oldugu
sOylenebilir. BHT nin tiim konsantrasyonlarda aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu, a-
tokoferoliin ise sadece 10 pg/mL de %30-40 arasinda bir oranda O," radikalini
yakalama yetenegi gosterdigi belirlenmistir. Bunu, lipofilik apolar antioksidanlar olan
BHT ve a-tokoferoliin, O;" radikal yakalama test ortaminin polar ¢oziiciileri i¢erisinde
homojen olarak dispersiye edilememesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Polar
antioksidanlar olan ferulik asit ve kersetinin de 100 pg/mL lik konsantrasyona kadar
O radikallerini yakalama aktivitesi gosterdigi, daha yiiksek konsantrasyonlarda (250
ve 500 pg/mL) ise higbir aktivite gdstermedigi goriilmiistiir (Sekil 4.31.). Ozellikle
polar pozitif kontrol antioksidanlar ile bitki ekstraktlarini kiyasladigimizda, 250 pg/mL
da EGA ve EGM’nin 100 pg/mL deki ferulik asit ve kersetine ¢ok yakin bir aktivite
gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 4.31. Siiperoksit anyon radikali (O2") olusumunun farkli konsantrasyonlardaki
bitki ekstraktlar1 ve pozitif kontrol antioksidanlarinca %inhibisyonu

m10 ug/mL ®m25 pug/mL =50 ug/mL
70 -

50 -

40 -

30 -

10 -

Superoksit anyon radikal olusumunun % inhibisyonu

&
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4.9. Tiyobarbitiirik Asitle Tepkimeye Giren Maddeler (TBARS) Testinin Sonuglari

TBARS testi Boliim 3.14.”de anlatildig1 gibi Laguerre vd (2007) tarafindan rapor
edilen yontem esas alinarak yiiriitiilmiistiir. Bu yontemle lipid peroksidasyonun primer
oksidasyon iiriinleri olan lipid hidroksiperoksitlerinin degradasyonuyla olusan sekonder
trtinlerden biri olan malondialdehit olusumu takip edilmistir. 1000 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan bitki ekstraktlari linoleik asit i¢eren reaksiyon karisimina
eklenmis ve 8 giin boyunca her 24 saatte bir alman Ornekler TBA reaktifi ile
etkilestirilip olusan kirmizi1 renkli MDA-TBA kompleksinin absorbansi, 500 nm de
mikroplaka okuyucu ile 6l¢iilmiistiir. Pozitif kontrol antioksidanlar 100 pg/mL ve 1000
png/mL’lik iki ayr1 konsantrasyonda degerlendirilmistir. Sonuclar kontrol 6rnegine gore
TBARS olusumunun % inhibisyonu olarak ifade edilmistir.

Bitki ekstraktlart i¢in elde edilen ortalama absorbans ve % inhibisyon degerleri
Cizelge 4.47°de, pozitif kontroller i¢in elde edilen ortalama absorbans ve % inhibisyon
degerleri ise Cizelge 4.48’de gosterilmistir. Veriler {i¢ paralel 6lglimiin ortalamasi olup
standart sapmalariyla birlikte gosterilmistir. Olgiim sonuglarmin tamami EK_8’de
goriilebilir.

Cizelge 4.47. 8 glnliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlari icin TBARS testi sonucu
oOl¢iilen ortalama absorbans (abs) ve ortalama % inhibisyon (ort % inh)

degerleri
ESA ESM EGA EGM EGH ESH

I.giin ort abs 04830004  0314+0020 0302+0020  1,053+0021  0324+0003  0,273+0,007
1.giin ort % inh - 19,7+50 22,8+52 - 173+07 30,2418
2.giin ort abs 0260+0006 0383+0012 0271+0004 0316+0011 0365+0012  0.255+0,012
2.giin ort % inh 303+15 - 27,3410 15,0=3,0 24+08 31,6433
3.giin ort abs 03960009  0499+0004  0400+0007 0725+0013 0303+0002 0,722+0,015
3.giin ort % inh 223417 21408 21,6413 - 40,7405 -
4.giin ort abs 0344+0010 0416+0011  0470+0011  0433+0012  0372+0006  0323+0,011
4.giin ort % inh 358+138 223421 122420 19222 30,4412 39,8421
5.giin ort abs 0337+0013  0396+0005 0371+0007 0422+0018 0313+0026  0,278+0,002
5.giin ort % inh 437421 33,8208 38,012 29,4+3,0 476443 53,5404
6.giin ort abs 0339+0001 0466+0012 0427+0016 0361+0006 0252+0012  0,257+0,014
6.giin ort % inh 44,4402 235+1,9 30,0+27 408+1,1 58,6 + 2,0 57,9422
7.giin ort abs 0447+0011  0450+0024  0401+0003 0370+0015  0280+0003  0311+0,013
7.giin ort % inh 293+17 289+37 36,6+ 0,4 414+23 55,7 +0,4 50,7 + 0,013
8.giin ort abs 0498+0034  0624+0015 0499+0024 0641+0013 0818+0017  0837+0,012
8.giin ort % inh 24,6 45,1 56+23 24,4436 30419 - -
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Cizelge 4.48. 8 giinliik inkiibasyon sonundapozitif kontroller i¢in TBARS testi sonucu
Olgiilen ortalama absorbans (abs) ve ortalama % inhibisyon (ort % inh)

degerleri
BHT a-tokoferol Ferulik asit Kersetin
100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL
1.giin ort abs 0,327 + 0,022 0,284 + 0,007 0,704 + 0,008 0,378 + 0,014
1.giin ort % inh 16,3+5,6 275+1,8 - 34+06
2.glin ort abs 0,339 £ 0,012 0,222 + 0,002 0,601 + 0,019 0,509 + 0,021
2.giin ort % inh 8,9+32 40,3+0,6 - -
3.glin ort abs 0,218 + 0,011 0,276 + 0,007 0,552 + 0,014 0,405 + 0,009
3.giin ort % inh 57,3+22 459+13 - 20,6 +1,8
4. giin ort abs 0,306 + 0,006 0,505 + 0,010 0,559 + 0,010 0,448 + 0,007
4.giin ort % inh 429+1,1 56+18 - 16,4+1,3
5.giin ort abs 0,336 + 0,012 0,341 +0,011 0,301 + 0,009 0,657 + 0,014
5.giin ort % inh 439+19 430+18 497+15 -
6.gilin ort abs 0,260 + 0,017 0,244 + 0,009 0,292 + 0,024 0,284 + 0,010
6.giin ort % inh 57,4+2,8 59,9+ 1,4 52,1+3,9 53,4+1,6
7.glin ort abs 0,244 + 0,001 0,257 + 0,003 0,288 + 0,005 0,271 + 0,010
7.giin ort % inh 61,4+0,2 59,4+0,5 54,4+1,3 57,1+1,7
8.giin ort abs 0,568 + 0,030 0,765 + 0,022 0,491 + 0,016 0,796 + 0,044
8.giin ort % inh 14,1+4,6 - 257+24 -
BHT a-tokoferol Ferulik asit Kersetin
1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL
1.gilin ort abs 0,476 £ 0,011 0,452 + 0,05 0,296 + 0,002 0,609 + 0,023
1.giin ort % inh - - 24,3+0,6 -
2.giin ort abs 0,277 + 0,012 0,199 + 0,004 0,268 + 0,007 0,621 + 0,017
2.giin ort % inh 255+3,1 46,6+1,0 281+1,9 -
3.glin ort abs 0,332 + 0,003 0,296 + 0,011 0,385+ 0,012 0,499 + 0,011
3.giin ort % inh 34,9+0,7 419+21 245+23 22+11
4.giin ort abs 0,482 + 0,015 0,745 + 0,005 0,745 + 0,005 0,503 £ 0,015
4.giin ort % inh 99+29 - - 6,0+2,8
5.glin ort abs 0,319 + 0,010 0,318 £ 0,010 0,342 + 0,009 0,591 + 0,005
5.giin ort % inh 467+16 468+1,7 428+15 1,1+0,9
6.glin ort abs 0,263 + 0,012 0,397 + 0,010 0,251 + 0,008 0,378 +£ 0,014
6.giin ort % inh 56,9 + 2,0 350+1,6 58,9+ 1,4 379+23
7.glin ort abs 0,300 + 0,020 0,331+ 0,008 0,288 + 0,005 0,322 + 0,005
7.giin ort % inh 52,6 +3,1 476+12 54,4+0,8 49,0+0,7
8.giin ort abs 0,523 + 0,033 0,758 + 0,042 0,805 + 0,024 1,015 + 0,044
8.giin ort % inh 20,8+49 - - -

TBARS testi lipid oksidasyon reaksiyonu sirasinda lipidlerde olusan sekonder
reaksiyon iriinlerinin seviyelerinin takip edilmesi i¢in kullanilan yaygin bir testtir
(Laguerre vd 2007). Bu test oncelikli olarak iki veya daha fazla ¢ifte baga sahip ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksitlenmesi sonucu ortaya ¢ikan malondialdehit (MDA)
bilesiginin olusumunu takip etmek i¢in uygulanmaktadir. Testte olusan MDA 2-

76



tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek kirmizi renkli bir kompleks
olusturmaktadir (Sekil 3.6). Olusan bilesigin 532 nm de absorbansi Slgiilerek MDA
bilesiginin olusum seviyesi takip edilir. Ancak bu testte MDA dan baska bazi1 sekonder
reaksiyon iriinleri de TBA ile kompleks olusturmaktadir. Netice olarak bu test
oksidasyon sirasinda olusan sekonder reaksiyon iirtinlerinin bir temsilcisi olarak MDA
bilesiginin takip edilmesi i¢in siklikla kullanilan genel bir testtir. Sekil 4.32°de ¢alisilan
ekstraktlar ve pozitif kontrol antioksidanlarin kullanildigi durumlarda 1-8 giin
araligindaki oksidasyon periyodu boyunca ¢oklu doymamis bir yag asidi olan ve gida
lipidlerinde siklikla yer alan linoleik asitin oksidasyonu sirasinda meydana gelen
sekonder oksidasyon iirlinlerinin seviyesini temsil eden TBARS olusumunun inhibe
edilme yiizdesi goriilmektedir.

Elde edilen sonuglara gore bitkilerin hekzan ile ekstraktsiyonu sonucu izole
edilen ekstraktlar olan EGH ve ESH’nin TBARS testinde hemen hemen hi¢ aktivite
gostermedigi, sekonder lipid oksidasyon iirlinlerinin olusumunu 6nlemede bir etkinligi
bulunmadigi (data verilmemistir) agik¢a belirlenmistir. Bu nedenle, Sekil 4.32°de bu
ekstraktlara ait %inhibisyon verileri degerlendirmeye alinmamustir.

Sekil 4.32.”ye gore, ESA genel olarak 2-6 giinliik inkiibasyon sirasinda linoleik
asitte en yiliksek aktiviteyi (%30-45) gostermis olup diger inkiibasyon siirelerinde
gittik¢e diisen bir aktivite sergilemistir. ESM, 4-7 giinliik inkiibasyon siiresinde %20-35
arasinda degisen bir aktivite gosterip ESA’ya goére daha diisik oranda sekonder
oksidasyon tirlinlerinin olusumunu inhibe edebilmistir. EGA genel olarak bakildiginda
2-8 giinliik 1sitma periyodunda %?20-40 aralifinda degisen bir aktivite gostermistir.
EGM ise 5-7 giinlik inkiibasyon araliginda ESA’ya yakin olarak %30-40 oraninda
inhibisyon ylizdesi sergilemistir.

Calisilan bitkilerin polar ekstraktlari olan ESA, ESM, EGA ve EGM ig¢in izlenen
genel davranisa bakildigi zaman, bazi istisnalarla beraber, 4-7 giinliikk inkiibasyon
sliresince bu ekstraktlarin linoleik asitin oksidasyonunu %25-45 araligindaki diizeylerde
inhibe ettigi anlasilmaktadir. Bunun disinda kalan 1, 2 ve 8 giinliilk oksidasyon
stirelerinde, diger bir degisle oksidasyonun erken evrelerinde ve uzun oksidasyon
siirelerinde ekstraktlarin etkili olamadiklari sonucuna Vvarilabilir. Buradan ESA, ESM,
EGA ve EGM orta derecedeki inkiibasyon siirelerinde lipid oksidasyon inhibitorleri
olarak belli bir seviyeye kadar aktivite gosterebildigi sonucu ¢ikmaktadir.

Lipofilik pozitif kontrol antioksidanlardan BHT ve a-tokoferoliin 100 pg/mL lik
konsantrasyonda eklendiginde 1000 pg/mL ye gore pek cok durumda daha iyi
antioksidatif koruma sagladig1 bulunmustur. Polar yapidaki antioksidanlara bakildiginda
ise Ozellikle ferulik asitin daha yiiksek konsantrasyonda (1000 pg/mL) kullanilmasinin
hemen hemen tiim inkiibasyon siirelerinde daha etkili oldugu agik¢a goriilmektedir.
Kersetin durumunda, ferulik asitin tersine, cogu kez 100 pg/mL de lipid substratina
eklenmenin oksidasyonu Onlemek veya geciktirmek agisindan oldukga etkili oldugu
anlasilmistir.

Sekil 4.32°ye genel olarak bakildiginda pozitif kontrol antioksidanlarin, bitki
ekstraktlarina gore pek ¢cok durumda TBARS olusumunu daha yiiksek diizeyde inhibe
ettigi, ancak polar ekstraktlar ESA, ESM, EGA ve EGM, 6zellikle de ESA ve EGM’nin
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pek ¢ok durumda belli bir seviyeye kadar linoleik asit i¢cin oksidasyona kars1 koruma
saglayabildigi goriilmiistiir.

TBARS testi sonucu, bitki ekstraklart ve pozitif kontrol antioksidanlari i¢in
farkli konsantrasyonlarda elde edilen % inhibisyon degerleri, farkli inkiibasyon siireleri
(1-8 giin) i¢in grafiksel olarak Sekil 4.32.”de gosterilmistir.

Sekil 4.32. TBARS testi sonucu, bitki ekstraklar1 ve pozitif kontrol antioksidanlar1 igin
farkli konsantrasyonlar ve inkiibasyon siirelerinde elde edilen % inhibisyon

degerleri.
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4.10. LDL Oksidasyonu Inhibisyonunun Test Sonuclar

Bolim 3.15’de anlatilan yonteme gore yapilan testte, 1000 pg/ml olarak
hazirlanan ve 3 paralelli calisilan bitki ekstraktlar1 4., 12. ve 36. saatte 37 °C’lik
inkiibasyondan alinarak 532 nm’de mikroplaka okuyucuda Oolgilmistir. Kontrol
ornegine gore % inhibisyonlar1 hesaplanmistir. Bitki ekstraklar1 ve pozitif kontroler olan
kersetin, ferulik asit, alfa-tokoferol ve BHT’ye ait bulunan ortalama absorbans ve
ortalama % inhibisyon verileri Cizelge 4.49°da verilmistir. Ol¢iim sonuglarinin tamami
EK 9’da goriilebilir.

Cizelge 4.49. LDL testi sonucu, 4, 12 ve 36 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen
ortalama absorbans (ort abs) ve ortalama % inhibisyon (ort %inh) degerleri

4 saatlik inkiibasyon 12 saatlik inkiibasyon 36 saatlik inkiibasyon

Ort abs Ort % inh Ort abs Ort % inh Ort abs Ort % inh
ESA 0,074 £ 0,001 152+1,0 0,080 + 0,001 142+ 1,2 0,855+ 0,009 39,2+ 0,6
ESM 0,064 + 0,001 26,1 +1,7 0,078 + 0,001 17,0+ 0,6 1,099 + 0,031 21,8+22
EGA 0,066 + 0,002 239+1,8 0,077 £ 0,001 17,6 0,3 0,905 + 0,007 356+0.,5
EGM 0,067 + 0,005 22,6 +5,6 0,077 + 0,002 18,1+£23 0,108 + 0,001 92,4+0,1
BHT 0,067 + 0,001 223+0,5 0,070 + 0,001 248+02 0,119 + 0,002 91,6+0,1
a-tokoferol 0,062 + 0,001 292+14 0,061 + 0,001 351+£04 0,077 £ 0,001 94,5+0,1
Ferulik asit 0,069 + 0,001 23,0+0,5 0,058 + 0,001 38,0£1,4 0,742 +0,010 472+0,7
Kersetin 0,071 + 0,005 18,1+6,1 0,081 + 0,003 13,4+27 0,825 + 0,007 41,3+0,5
Kontrol 0,087 + 0,006 0,094 + 0,002 1,406 = 0,024

Sekil 4.33’te inkiibasyon ortamindan 4, 12 ve 36 saat sonunda bitki ekstraktlar
ve saf antioksidanlar tarafindan gosterilen LDL ig¢indeki lipid oksidasyonunun inhibe
edilme yiizdesi, diger bir deyisle bu siireler sonunda meydana gelen oksidasyon diizeyi
goriilmektedir. Buna gore 37°C’de inkiibasyon siiresi arttikca gerek saf antioksidanlar,
gerekse ekstraktlarin LDL oksidasyonunu inhibe etme yeteneginde artis oldugu
gorilmektedir. Calisilan en uzun inkiibasyon siiresi olan 36 saat kosullarinda, D.
gnidioides in metanolik ham ekstrakti olan EGM’nin ve lipofilik saf antioksidanlar olan
a-tokoferol ve BHT nin LDL oksidasyonunu inhibe etme yeteneginin %90 civarina
ulastigi acikg¢a goriilmektedir. EGM, ao-tokoferol ve BHT’nin 36 saat sonunda
gosterdikleri bu antioksidatif koruma yetenekleri 12 saat sonundakilere gore oldukca
yiiksektir. Polar antioksidanlar, ferulik asit ve kersetinin, lipofilik antioksidanlar olan a-
tokoferol ve BHT ye gore aktivitelerinin 4 ve 12 saatlik oksidasyon siirelerinde yakin
oldugu, ancak 36 saat gibi daha uzun inkiibasyon kosullarinda aktivitelerinin bu
antioksidanlara gore olduk¢a diisiik oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak EGM’nin
ozellikle uzun oksidasyon siirelerinde LDL i¢in a-tokoferol ve BHT kadar etkili bir
lipid oksidasyon inhibit6rii oldugu sdylenebilir. Bunun nedeni olarak, uzun inkiibasyon
stirelerinde ekstrakt igindeki fenolik bilesenlerden bazilarinin degradasyona ugramis
olabilecegi ve degradasyon {iriinlerinin bazilarinin, ekstrakt i¢cinde var olan diger
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bilesiklerle sinerjik etki gostererek toplam antioksidan aktiviteye katkida bulunabilecegi
(Schwarz vd 1992) sdylenebilir.

Sekil 4.33. LDL lipid peroksidasyonunun bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlarca %
inhibisyonunun ¢ubuk grafikler halinde gosterimi

100,0 - E4.saat ®12.saat w36.5aat

90,0 -

80,0 -

70,0 -
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Son olarak Sekil 4.33’ten EGM’nin (D. gnidioides metanol ekstrakti) 36. saatin
sonunda en yiiksek LDL oksidasyonu inhibisyonuna sahip ekstrakt oldugu, ardindan
ESA (D. sericea aseton ekstrakti) ve EGA’nin (D. gnidioides aseton ekstrakti) geldigi,
EGM’nin ise en diisiik inhibisyona sahip ekstrakt oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir.

4.11. Oksijen Radikali Absorpsiyon Kapasitesi (ORAC) Testi Sonuglari

ORAC testi bolim 3.13’te anlatilan yontem takip edilerek tamamlanmistir.
AAPH’nin termal bozunmasi ile zamanla olusan ROS, floresan prop olan fluoresceinin
sinyalini sondiirmektedir. Yeterli miktarda antioksidanin iiretiminden sonra fluorescein
sinyali sabit kalmaktadir; yani sinyal stabilitesi antioksidanin kapasitesi ile ilgilidir.
Calisma sonucunda elde edilen toplanmis degerler troloks degeri ile karsilagtirilmastir.
Buna gore bulunan sonuglar asagida gosterilmistir.
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Cizelge 4.50. ORAC testi sonucu Troloksun ve kontroliin alan degerleri

Saniye Kontrol Troloks 12,5 pg/ml  Troloks 25 pg/ml  Troloks 50 pg/ml Troloks 100 pg/ml
120 125,021 127,406 127,523 129,064 131,746
180 124,225 126,873 126,938 128,593 131,045
240 124,263 126,598 126,975 128,314 130,918
300 124,176 126,361 126,782 128,132 130,741
360 124,239 126,572 126,821 128,305 130,498
420 124,223 126,451 126,890 128,159 130,395
600 120,036 122,081 122,709 123,744 126,287
630 117,890 120,262 120,548 121,526 124,070
660 115,648 118,239 118,570 119,416 121,746
690 113,635 116,295 116,556 117,424 119,375
720 113,601 116,135 116,566 117,277 119,280
750 113,562 116,350 116,429 117,254 119,200
780 113,578 116,324 116,454 117,345 119,008
810 113,638 116,478 116,294 117,504 119,035
900 113,747 116,445 116,614 117,472 119,007
960 113,723 116,535 116,759 117,538 118,749
1020 113,667 116,697 116,841 117,637 118,799
1080 113,750 116,745 116,782 117,672 118,618
1140 113,550 116,761 116,642 117,657 118,586
1200 113,563 116,898 116,740 117,684 118,416
1260 113,532 116,994 116,649 117,673 118,459
1320 113,735 116,896 116,686 117,680 118,468
1380 113,963 116,853 116,552 117,879 118,639
1440 113,946 116,823 116,792 117,959 118,888
1500 113,888 116,838 116,860 117,815 119,136
1560 113,797 116,700 116,967 117,891 119,056
1620 113,729 116,802 117,079 117,998 119,076
1680 113,627 116,916 117,302 117,853 119,056
1740 113,793 117,097 117,125 117,960 118,794
1800 113,787 117,147 117,173 118,070 118,683
1860 113,842 117,445 117,187 118,034 118,953
1920 114,166 117,362 117,098 117,972 118,947
1980 114,163 117,421 117,109 117,796 119,091
2040 114,301 117,430 117,340 117,705 119,133
2100 114,450 117,468 117,215 117,865 119,135
2160 114,544 117,245 117,141 117,863 119,052
2220 114,419 117,443 117,218 117,911 119,148
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Cizelge 4.51. ORAC testi sonucu ekstraktlarin ve pozitif kontrollerin alan

degerleri
Saniye ESA ESM EGA EGM Kersetin Ferulik asit
120 134,4820 129,8548 130,0513 130,3944 129,1093 129,2142
180 133,3747 129,0586 129,4057 129,8407 128,5423 128,4908
240 132,7873 128,7808 129,0497 129,4332 128,2119 128,2448
300 132,4682 128,6616 129,1805 129,4409 128,1902 128,0768
360 132,5181 128,6227 129,0931 129,3735 128,0029 127,8545
420 132,3943 128,6330 129,3173 129,4895 128,1503 127,8896
600 127,8371 123,9341 125,0817 124,9513 123,8730 123,7909
630 125,9704 121,9458 122,8336 122,8600 121,6022 121,5755
660 124,0095 119,7645 120,7415 120,7579 119,3755 119,4746
690 121,9460 117,5856 118,6825 118,4533 117,4164 117,2998
720 121,8201 117,5704 118,4312 118,2925 117,3296 117,4896
750 121,8312 117,5753 118,2383 118,3782 117,4412 117,4005
780 121,7616 117,4101 118,3027 118,3904 117,4448 117,4921
810 121,7244 117,4127 118,3219 118,2162 117,6461 117,4397
900 121,8365 117,1770 118,4537 118,5353 117,6423 117,3518
960 121,8593 117,0938 118,4074 118,7311 117,8555 117,4571
1020 121,7851 117,0055 118,4181 118,6226 117,9046 117,3173
1080 121,7983 117,0611 118,4404 118,4171 118,0524 117,3002
1140 121,8655 117,0670 118,4430 118,7667 117,9651 117,1050
1200 121,9459 116,9899 118,5374 118,5138 117,7804 117,4425
1260 121,8774 116,9218 118,8678 118,4148 117,9313 117,3714
1320 121,8954 116,9268 118,8891 118,2588 118,0299 117,6511
1380 121,8818 116,7812 119,1033 118,2087 118,0875 117,8049
1440 121,6067 116,9101 119,1079 118,0572 118,2146 117,8419
1500 121,4221 116,9325 119,0499 118,2033 118,3222 117,8149
1560 121,4696 117,1104 118,9250 118,2819 118,2307 117,7614
1620 121,3207 116,9986 118,9336 118,4771 118,2777 117,6937
1680 121,2481 116,9233 118,9566 118,5112 118,2553 117,4489
1740 121,3621 116,9645 119,0321 118,0421 118,3511 117,7890
1800 121,4746 117,1101 119,0102 118,2011 118,2010 117,8851
1860 121,4598 116,9303 118,8878 118,3255 118,2236 117,6955
1920 121,3848 116,9110 118,9963 118,2203 118,2113 117,7785
1980 121,4633 117,1063 118,9432 118,5180 118,2999 117,8990
2040 121,5280 117,1021 118,9988 118,4423 118,3102 117,9222
2100 121,4766 116,9955 119,0355 118,4023 118,2788 117,7796
2160 121,3932 116,9606 119,0210 118,3422 118,2887 117,8521
2220 121,6122 116,9987 118,8999 118,2626 118,3101 117,8433
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Cizelge 4.52. ORAC testi sonucu Troloksun ve kontroliin toplam alan degerleri

Saniye Kontrol Troloks 12,5 pg/ml  Troloks 25 pg/ml  Troloks 50 pg/ml  Troloks 100 pg/ml
120 125,021 127,406 127,523 129,064 131,746
180 249,246 254,279 254,461 257,656 262,791
240 373,508 380,877 381,436 385,971 393,709
300 497,684 507,238 508,219 514,103 524,450
360 621,924 633,810 635,040 642,408 654,948
420 746,146 760,261 761,930 770,567 785,343
600 866,182 882,342 884,639 894,311 911,629
630 984,072 1002,604 1005,187 1015,837 1035,700
660 1099,720 1120,843 1123,757 1135,253 1157,446
690 1213,355 1237,138 1240,313 1252,677 1276,821
720 1326,956 1353,273 1356,878 1369,954 1396,102
750 1440,518 1469,623 1473,307 1487,208 1515,302
780 1554,097 1585,947 1589,762 1604,553 1634,310
810 1667,735 1702,425 1706,056 1722,057 1753,345
900 1781,481 1818,870 1822,670 1839,529 1872,352
960 1895,205 1935,405 1939,429 1957,066 1991,100
1020 2008,872 2052,102 2056,270 2074,703 2109,900
1080 2122,622 2168,847 2173,052 2192,375 2228,518
1140 2236,172 2285,608 2289,695 2310,031 2347,104
1200 2349,735 2402,506 2406,435 2427,715 2465,520
1260 2463,267 2519,500 2523,084 2545,388 2583,980
1320 2577,003 2636,397 2639,770 2663,068 2702,448
1380 2690,966 2753,250 2756,322 2780,947 2821,087
1440 2804,911 2870,073 2873,115 2898,906 2939,975
1500 2918,799 2986,911 2989,974 3016,721 3059,110
1560 3032,596 3103,611 3106,942 3134,612 3178,166
1620 3146,325 3220,413 3224,021 3252,610 3297,242
1680 3259,952 3337,329 3341,322 3370,462 3416,298
1740 3373,744 3454,426 3458,448 3488,423 3535,092
1800 3487,531 3571,573 3575,620 3606,492 3653,775
1860 3601,373 3689,018 3692,808 3724,527 3772,729
1920 3715,539 3806,381 3809,906 3842,498 3891,676
1980 3829,702 3923,802 3927,015 3960,294 4010,767
2040 3944,003 4041,232 4044,355 4077,999 4129,900
2100 4058,453 4158,700 4161,570 4195,864 4249,035
2160 4172,997 4275,944 4278,711 4313,727 4368,087
2220 4287,416 4393,388 4395,929 4431,638 4487,235

Toplam alan 82524,829 84423,351 84534,968 85287,215 86544,735
Kontrolden ¢ikarilmis alan degerleri 1898,523 2010,139 2762,387 4019,906
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Cizelge 4.53. ORAC testi sonucu ekstraktlarin ve pozitif kontrollerin alan

degerleri
Saniye ESA ESM EGA EGM Kersetin Ferulik asit
120 134,482 129,855 130,051 130,394 129,109 129,214
180 267,857 258,913 259,457 260,235 257,652 257,705
240 400,644 387,694 388,507 389,668 385,863 385,950
300 533,112 516,356 517,687 519,109 514,054 514,027
360 665,630 644,979 646,780 648,483 642,057 641,881
420 798,025 773,612 776,098 777,972 770,207 769,771
600 925,862 897,546 901,179 902,924 894,080 893,562
630 1051,832 1019,492 1024,013 1025,784 1015,682 1015,137
660 1175,842 1139,256 1144754 1146,541 1135,058 1134,612
690 1297,788 1256,842 1263,437 1264,995 1252,474 1251,911
720 1419,608 1374,412 1381,868 1383,287 1369,804 1369,401
750 1541,439 1491,987 1500,106 1501,666 1487,245 1486,802
780 1663,201 1609,397 1618,409 1620,056 1604,690 1604,294
810 1784,925 1726,810 1736,731 1738,272 1722,336 1721,733
900 1906,762 1843,987 1855,185 1856,807 1839,978 1839,085
960 2028,621 1961,081 1973,592 1975,538 1957,833 1956,542
1020 2150,406 2078,086 2092,010 2094,161 2075,738 2073,860
1080 2272,204 2195,148 2210,451 2212,578 2193,790 2191,160
1140 2394,070 2312,215 2328,894 2331,345 2311,756 2308,265
1200 2516,016 2429,204 2447431 2449,859 2429,536 2425,707
1260 2637,893 2546,126 2566,299 2568,273 2547,467 2543,079
1320 2759,788 2663,053 2685,188 2686,532 2665,497 2660,730
1380 2881,670 2779,834 2804,291 2804,741 2783,585 2778,535
1440 3003,277 2896,744 2923,399 2922,798 2901,799 2896,377
1500 3124,699 3013,677 3042,449 3041,001 3020,121 3014,191
1560 3246,169 3130,787 3161,374 3159,283 3138,352 3131,953
1620 3367,489 3247,786 3280,308 32717,760 3256,630 3249,647
1680 3488,737 3364,709 3399,264 3396,272 3374,885 3367,096
1740 3610,100 3481,674 3518,296 3514,314 3493,236 3484,885
1800 3731,574 3598,784 3637,306 3632,515 3611,437 3602,770
1860 3853,034 3715714 3756,194 3750,840 3729,661 3720,465
1920 3974,419 3832,625 3875,191 3869,061 3847,872 3838,244
1980 4095,882 3949,731 3994,134 3987,579 3966,172 3956,143
2040 4217,410 4066,833 4113,133 4106,021 4084,482 4074,065
2100 4338,887 4183,829 4232,168 4224,423 4202,761 4191,844
2160 4460,280 4300,790 4351,189 4342,765 4321,050 4309,697
2220 4581,892 4417,788 4470,089 4461,028 4439,360 4427540
Toplam alan 88301,525  85237,356  86006,913  85974,882  85373,306  85217,876
Kontrolden ¢ikarilmis alan degerleri 5776,697 2712,527 3482,084 3450,053 2848,478 2693,047
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Sekil 4.35. ORAC testi sonucu troloksa ve pozitif kontrollere ait saniye-relatif floresans
egrileri

Ekstraktlara ait elde edilen uM troloks / g ekstrakt cinsinden sonuglar Cizelge
4.54°de gosterilmistir.

Cizelge 4.54. ORAC testinin uM troloks / g ekstrakt cinsinden sonuglari

ESA ESM EGA EGM Kersetin F‘;r;i'k
“g/[etkrgtlr‘;ll‘;’ 1703,16 48456 790,61 777.87 538,63 476,81

Oksijen radikali absorplama kapasitesi (ORAC) Ol¢limiinde sadece polar ekstraktlar
(ESA, ESM, EGA ve EGM) degerlendirmeye alinmistir. Apolar ekstraklar herhangi bir
aktivite gostermedigi i¢in data verilmemistir. Sonug¢ c¢izelgesinde (Cizelge 4.54) de
gosterildigi gibi D. gnidioides’e ait aseton (EGA) ve metanol (EGM) ekstraktlarinda
birbirine benzer sonuglar elde edilmistir. D. sericea’nin asetondaki ekstraktinda (ESA)
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diger tiim ekstraktlara gore daha fazla absorplama kapasitesi goriilmiustiir. D.
sericea’nin metanoldeki ekstrakti (ESM) ise en diigiik absorplama kapasitesi sahip olan
ekstrakttir. Ekstraktlar beklendigi gibi AAPH eklenmesinden sonra fluoresinin sinyalini
sondiirmektedir ve bir siire sonra sabit kalmasini saglamistir (Sekil 4.35.). Oksijen
radikali absorplama kapasitesi siralamasi ESA > EGA > EGM > ESM olarak
belirlenmistir.

4.12. Uygulanan Diger Antioksidan Aktivite Testleri

Yukarida anlatilan testlere ilave olarak hidroksil radikali yakalama testi ve ferik
tiyosiyanat (FTC) lipid peroksidasyon inhibisyonunun 6lgiilmesi testleri de uygulanmis
ancak gerek tekrar denemelerinde gerekse diger test sonuglariyla karsilastirildiginda
uyumlu sonuglar elde edilememistir. Bu testlerin ¢aligilan sistemler i¢in uygun olmadigi
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla da sonuglari teze eklenmemistir.
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5. SONUC

Bu ¢alismada Thymelaeaceae familyasina ait D. sericea ve D. gnidioides
bitkilerinin aseton, metanol ve hekzan ham ekstraktlarinin in vitro antioksidan
aktiviteleri ve cesitli substratlarda lipid oksidasyonunu inhibe etme yetenekleri farkli
testlerle incelenmistir. Lipofilik saf antioksidanlar BHT ve ao-tokoferol ile polar
antioksidanlar ferulik asit ve kersetin pozitif kontrol olarak ekstraktlarin kullanilmasiyla
elde edilen sonuglart karsilastirmak i¢in kullanilmistir. Her bir durumda, bitkilerin polar
¢oziiciiler olan metanol ve aseton ekstraktlarinin (ESA, ESM, EGA ve EGM), hekzan
ekstraktlarindan (EGH ve ESH) oOnemli derecede daha giiglii antioksidan aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Ozellikle D. gnidioides bitkisinden metanol ekstraktsiyonu
ile elde edilen EGM’nin uygulanan testlerin biiyiik bir boliimiinde daha etkili olarak in
vitro antioksidan aktivite ve lipid oksidasyonunu inhibe etme kapasitesi gosterdigi
belirlenmistir. EGM’nin uygulanan testlerin ¢cogunda, lipofilik veya polar pozitif kontrol
antioksidanlarin en az birine yakin derecede antioksidatif koruma sagladig
gozlenmistir. HPLC-DAD analiz sonuclari EGM’nin diger ekstraktlara gore daha
yiiksek konsantrasyonda fenolik asit ve flavanoid bilesikleri icerdigini gdstermistir.
Toplam flavanoid ve fenolik bilesen igeriginin zenginligi bakimindan da bu ekstrakt,
incelenen ekstraktlar i¢cinde ilk siralarda yer almaktadir.

Daphne tiirlerinin sitotoksik etkilerinin bilinmesinden dolayr bu iki bitkinin
hidrofilik ve lipofilik ortamlarda antioksidan aktivitesi ile ilgili olarak literatiirde detayli
calisilmalara rastlanmamaktadir. Bu calismadan elde edilen sonuglar, c¢alisilan iki
Daphne tiirii olan D. sericea ve D. gnidioides’in metanol ve aseton ekstraktlarinin
bazilarinin gbéz ardi edilemeyecek bir diizeyde fenolik bilesikleri icerdiklerini, bir
noktaya kadar in vitro antioksidan aktivite gosterdiklerini ve pek ¢ok durumda da saf
antioksidanlarla kiyaslanabilecek derecede lipid oksidasyon inhibitorii olarak etkileri
olduklarin1 agik¢a ortaya koymustur. Elde edilen bulgulardan yola ¢ikilarak bu
ekstraktlardan, gida sistemlerinde olmasa bile eczacilik, biyokimya ve tip alaninda
yararlanilabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.
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7. EKLER
EK 1. DPPH' Radikali Yakalama Testi Verileri

Cizelge 7.1. ESA i¢in DPPH testi sonucu elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Absorbans Kontrol Absorbans % inhibisyon
25pug/ml 1.paralel 1,032 1,301 20,7
25pug/ml 2.paralel 1,037 1,301 20,3
25pug/ml 3.paralel 1,042 1,301 19,9
50pg/ml 1.paralel 1,012 1,301 22,2
50pg/ml 2.paralel 1,013 1,301 22,1
50pg/ml 3.paralel 1,006 1,301 22,7
100pg/ml 1.paralel 0,756 1,301 419
100pg/ml 2.paralel 0,760 1,301 41,6
100pg/ml 3.paralel 0,753 1,301 42,1
250pg/ml 1.paralel 0,345 1,301 73,5
250pg/ml 2.paralel 0,382 1,301 70,7
250pg/ml 3.paralel 0,338 1,301 74,0
500pg/ml 1.paralel 0,285 1,253 77,2
500pg/ml 2.paralel 0,281 1,253 77,6
500png/ml 3.paralel 0,280 1,253 77,7
1000pg/ml 1.paralel 0,181 1,253 85,6
1000pg/ml 2.paralel 0,178 1,253 85,8
1000pg/ml 3.paralel 0,180 1,253 85,7
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Cizelge 7.2. ESM i¢in DPPH testi sonucu elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Absorbans Kontrol Absorbans % inhibisyon
10pg/ml 1.paralel 1,131 1,245 9,2
10pg/ml 2.paralel 1,129 1,245 9,4
10pg/ml 3.paralel 1,131 1,245 9,2
25pg/ml 1.paralel 0,984 1,245 21,0
25ug/ml 2.paralel 0,975 1,245 21,7
25png/ml 3.paralel 0,980 1,245 21,3
50pg/ml 1.paralel 0,693 1,238 440
50pg/ml 2.paralel 0,708 1,238 42,8
50pg/ml 3.paralel 0,695 1,238 43,8
100pg/ml 1.paralel 0,249 1,238 79,9
100pg/ml 2.paralel 0,280 1,238 774
100pg/ml 3.paralel 0,269 1,238 78,3
250pg/ml 1.paralel 0,059 1,251 95,3
250pg/ml 2.paralel 0,056 1,251 95,5
250pg/ml 3.paralel 0,056 1,251 95,5
500pg/ml 1.paralel 0,066 1,251 94,7
500pg/ml 2.paralel 0,073 1,251 94,2
500pg/ml 3.paralel 0,078 1,251 93,8

Cizelge 7.3. EGA i¢in DPPH testi sonucu elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Absorbans Kontrol Absorbans % inhibisyon
25ug/ml 1.paralel 1,155 1,204 4,0
25pug/ml 2.paralel 1,144 1,204 4,9
25pug/ml 3.paralel 1,150 1,204 45
50pg/ml 1.paralel 1,022 1,204 15,0
50pg/ml 2.paralel 1,015 1,204 15,6
50ug/ml 3.paralel 1,021 1,204 15,1
100pg/ml 1.paralel 0,870 1,204 27,7
100pg/ml 2.paralel 0,885 1,204 26,4
100pg/ml 3.paralel 0,878 1,204 27,0
250pg/ml 1.paralel 0,586 1,195 50,9
250pg/ml 2.paralel 0,579 1,195 51,5
250pg/ml 3.paralel 0,583 1195 51,2
500ug/ml 1.paralel 0,287 1,195 76,0
500ug/ml 2.paralel 0,280 1195 76,6
500pg/ml 3.paralel 0,280 1,195 76,6
1230pg/ml 1.paralel 0,113 1171 90,4
1230pug/ml 2.paralel 0,109 1,171 90,7
1230ug/ml 3.paralel 0,103 1,171 91,2
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Cizelge 7.4. EGM igin DPPH testi sonucu elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Absorbans Kontrol Absorbans % inhibisyon
10pg/ml 1.paralel 1,143 1,170 2,3
10pg/ml 2.paralel 1,120 1,170 4,2
10pg/ml 3.paralel 1,126 1,170 3,8
25ng/ml 1.paralel 1,074 1,170 8,2
25ug/ml 2.paralel 1,093 1,170 6,5
25ng/ml 3.paralel 1,076 1,170 8,0
50ug/ml 1.paralel 0,974 1,170 16,8
50pg/ml 2.paralel 0,958 1,170 18,1
50ug/ml 3.paralel 0,957 1,170 18,2
100pg/ml 1.paralel 0,792 1,170 32,3
100pg/ml 2.paralel 0,780 1,170 33,3
100pg/ml 3.paralel 0,784 1,170 32,9
250pg/ml 1.paralel 0,490 1,170 58,1
250ug/ml 2.paralel 0,493 1,170 57,8
250ug/ml 3.paralel 0,485 1,170 58,5
500ug/ml 1.paralel 0,115 1,170 90,2
500pg/ml 2.paralel 0,079 1,170 93,3
500pg/ml 3.paralel 0,114 1,170 90,2

Cizelge 7.5. EGH i¢in DPPH testi sonucu elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Absorbans Kontrol Absorbans % inhibisyon
25pug/ml 1.paralel 1,141 1,183 3,6
25pug/ml 2.paralel 1,140 1,183 3,6
25pg/ml 3.paralel 1,141 1,183 35
50ug/ml 1.paralel 1,132 1,183 4.2
50pg/ml 2.paralel 1,134 1,183 41
50pg/ml 3.paralel 1,136 1,183 4,0
100pg/ml 1.paralel 1,125 1,186 51
100pg/ml 2.paralel 1,119 1,186 5,7
100pg/ml 3.paralel 1,106 1,186 6,7
250pg/ml 1.paralel 1,030 1,186 131
250pg/ml 2.paralel 1,033 1,186 12,9
250pg/ml 3.paralel 1,016 1,186 14,3
660pg/ml 1.paralel 0,860 1,202 28,5
660pg/ml 2.paralel 0,857 1,202 28,7
660pg/ml 3.paralel 0,861 1,202 28,3
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Cizelge 7.6. ESH i¢in DPPH testi sonucu elde edilen absorbans ve % inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Absorbans Kontrol Absorbans % inhibisyon
25pug/ml 1.paralel 1,162 1,167 0,4
25ug/ml 2.paralel 1,173 1,167 -0,6
25pug/ml 3.paralel 1,163 1,167 0,3
50pg/ml 1.paralel 1,130 1,167 3,1
50png/ml 2.paralel 1,158 1,167 0,8
50pg/ml 3.paralel 1,156 1,167 0,9
100pg/ml 1.paralel 1,132 1,185 45
100pg/ml 2.paralel 1,133 1,185 44
100pg/ml 3.paralel 1,130 1,185 47
250ug/ml 1.paralel 1,097 1,185 75
250pg/ml 2.paralel 1,099 1,185 73
250ug/ml 3.paralel 1,085 1,185 8,4
570ug/ml 1.paralel 1,022 1,181 13,5
570pug/ml 2.paralel 1,023 1,181 13,4
570pg/ml 3.paralel 1,019 1181 13,7

EK_2. ABTS" Radikali Yakalama Testi Verileri

Cizelge 7.7. ESA icin ABTS™ testi sonucu elde edilen absorbans degerleri

Ekstrakt (png/ml) 1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama Absorbans

25 0,540 0,537 0,535 0,538

50 0,492 0,484 0,485 0,487

100 0,436 0,438 0,445 0,440

250 0,303 0,302 0,299 0,301

500 0,267 0,267 0,264 0,266
1015 0,270 0,269 0,266 0,268

Kontrol 0,627 0,572

Cizelge 7.8. ESA icin ABTS™ testi sonucu hesaplanan % inhibisyon ve standart sapma

(SD) degerleri
R s Lo % Ortalama Ortalama

Ekstrakt (png/ml) 1.Inhibisyon 2.Inhibisyon 3.Inhibisyon inhibisyon Troloks SD

25 139 14,3 14,6 14,3

50 21,6 22,8 22,7 22,3

100 30,4 30,1 29,0 29,9

250 47,0 47,2 47,8 47,3

500 53,3 53,2 53,8 53,4

1015 52,8 53,0 53,5 53,1
mM Trolox / gr 0,302 0,302 0,304 0302 0,001

ekstrakt
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Cizelge 7.9. ESM i¢in ABTS™ testi sonucu elde edilen absorbans degerleri

Ekstrakt (pug/ml) 1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama Absorbans
10 0,600 0,594 0,591 0,595
25 0,555 0,549 0,559 0,555
50 0,500 0,498 0,495 0,498
100 0,422 0,418 0,418 0,419
250 0,264 0,268 0,271 0,268
500 0,111 0,111 0,107 0,109
1040 0,022 0,023 0,021 0,022
Kontrol 0,620 0,632

Cizelge 7.10. ESM i¢in ABTS™ testi sonucu hesaplanan % inhibisyon ve standart
sapma (SD) degerleri

s s s % Ortalama Ortalama

Ekstrakt (png/ml) 1.Inhibisyon 2.Inhibisyon 3.Inhibisyon inhibisyon Troloks SD

10 3,1 4,2 46 4,0

25 103 113 9.7 10,5

50 19,2 19,6 20,2 19,7

100 31,8 32,6 32,6 323

250 58.2 57,6 57.1 57.6

500 825 825 83.1 82.7

1040 96,6 96.4 96,6 96,5
mM Trolox / gr 0,511 0,515 0,519 0515 0,004

ekstrakt

Cizelge 7.11. EGA icin ABTS™ testi sonucu elde edilen absorbans degerleri

Ekstrakt (pg/ml) 1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama Absorbans
10 0,604 0,609 0,604 0,606
25 0,576 0,567 0,573 0,572
50 0,532 0,533 0,529 0,531
100 0,548 0,549 0,551 0,549
250 0,473 0,477 0,475 0,475
500 0,375 0,353 0,370 0,366
1230 0,210 0,202 0,198 0,203
Kontrol 0,630 0,624

Cizelge 7.12. EGA igin ABTS™ testi sonucu hesaplanan % inhibisyon ve standart
sapma (SD) degerleri

% Ortalama Ortalama

Ekstrakt (pg/ml) 1.Inhibisyon 2.Inhibisyon 3.Inhibisyon inhibisyon Troloks SD
10 42 3,3 4,2 39
25 8,7 10,1 9,0 9,3
50 15,5 15,5 16,0 15,7
100 13,1 12,9 12,6 12,9
250 243 23,7 23,9 24,0
500 39,9 43,5 40,8 414
mM Trolox / gr 0,126 0,137 0,129 0131 0,006

ekstrakt
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Cizelge 7.13. EGM igin ABTS™ testi sonucu elde edilen absorbans degerleri

Ekstrakt (ug/ml) 1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama Absorbans
10 0,575 0,576 0,576 0,576
25 0,536 0,535 0,537 0,536
50 0,475 0,475 0,477 0,476
100 0,402 0,403 0,399 0,401
250 0,276 0,277 0,272 0,275
500 0,154 0,153 0,148 0,152
1228 0,007 0,004 0,004 0,005
Kontrol 0,609 0,594

Cizelge 7.14. EGM igin ABTS™ testi sonucu hesaplanan % inhibisyon ve standart
sapma (SD) degerleri

L Lo R % Ortalama Ortalama
Ekstrakt (pug/ml) 1.Inhibisyon 2.Inhibisyon 3.Inhibisyon inhibisyon Troloks SD
10 55 53 53 54
25 12,0 12,1 11,8 12,0
50 22,0 21,9 21,6 21,8
100 34,0 33,8 34,5 34,1
250 53,5 53,3 54,3 53,7
500 74,0 74,3 75,0 74,5
1228 98,8 99,3 99,3 99,1
mM Trolox / gr 0,537 0,536 0,545 0539 0,005

ekstrakt

Cizelge 7.15. EGH icin ABTS™ testi sonucu elde edilen absorbans degerleri

Ekstrakt (ng/ml) 1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama Absorbans
25 0,583 0,591 0,585 0,586
50 0,583 0,583 0,582 0,583
100 0,565 0,562 0,563 0,563
250 0,527 0,526 0,527 0,527
610 0,452 0,449 0,447 0,449
Kontrol 0,593 0,584

Cizelge 7.16. EGH icin ABTS™ testi sonucu hesaplanan % inhibisyon ve standart

sapma (SD) degerleri
s R R % Ortalama Ortalama

Ekstrakt (ug/ml) 1.Inhibisyon 2.Inhibisyon 3.Inhibisyon inhibisyon Troloks SD

25 0,9 -0,5 0,7 0,4

50 0,9 0,9 11 1,0

100 3,9 45 4.4 4,3

250 10,4 10,7 10,5 10,6

610 23,3 23,6 24,0 23,6
mM Trolox / gr 0,062 0,064 0,063 0,063 0,001

ekstrakt
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Cizelge 7.17. EGH i¢in ABTS™ testi sonucu elde edilen absorbans degerleri

Ekstrakt (pug/ml) 1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama Absorbans
50 0,596 0,594 0,594 0,594
100 0,574 0,579 0,574 0,576
250 0,545 0,546 0,541 0,544
500 0,505 0,506 0,505 0,505
780 0,504 0,508 0,504 0,505
Kontrol 0,596 0,590

Cizelge 7.18. EGH igin ABTS™ testi sonucu hesaplanan % inhibisyon ve standart
sapma (SD) degerleri

% Ortalama Ortalama

Ekstrakt (ug/ml)  1.Inhibisyon 2.Inhibisyon 3.Inhibisyon inhibisyon Troloks SD
50 0,1 0,3 0,3 0,2
100 3,7 2,9 3,6 34
250 8,6 8,4 9,3 8,7
500 14,5 14,3 14,4 14,4
780 14,7 13,9 14,6 14,4

mM Trolox / gr

ekstrakt 0,048 0,048 0,048 0,048 0,000

Cizelge 7.19. ABTS™ testi i¢in Trolox absorbanslari ve % inhibisyon degerleri

Troloks mM 1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama Absorbans

0,0025 0,605 0,606 0,605 2,6

0,005 0,593 0,594 0,593 4,5

0,01 0,578 0,577 0,577 7,1

0,025 0,515 0,522 0,518 16,0

0,05 0,427 0,426 0,427 30,8

0,1 0,228 0,225 0,226 63,3
1.Kontrol 0,622
2.Kontrol 0,617
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EK_3. Klorofil a, Klorofil b ve Toplam Karotenoid Icerigi Testi Verileri

Cizelge 7.20. Metanol ve dietileter i¢inde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan klorofil
standartlari i¢in farkli dalga boylarinda elde edilen absorbans degerleri

Konsantrasyon (pug/ml) 1.Absorbans
Klorofil a Klorofil a Klorofil b Klorofil b
(MeQH) (dietileter) (MeOH) (dietileter)
666nm 662nm 653nm 646nm
0,1 - 0,013 - 0,019
0,25 0,095 0,036 - 0,038
0,5 0,027 0,058 0,010 0,068
1,0 0,073 0,108 0,027 0,114
2,5 0,172 0,280 0,081 0,302
5,0 0,351 0,594 0,184 0,624
10 0,698 1,057 0,383 0,916
20 0,729
Konsantrasyon (ug/ml) 2.Absorbans
Klorofil a Klorofil a Klorofil b Klorofil b
(MeQOH) (dietileter) (MeQH) (dietileter)
666nm 662nm 653nm 646nm
01 - 0,014 - 0,019
0,25 0,011 0,038 - 0,039
0,5 0,028 0,060 0,001 0,069
1,0 0,073 0,109 0,028 0,115
2,5 0,173 0,281 0,083 0,302
5,0 0,352 0,595 0,185 0,625
10 0,699 1,077 0,383 0,916
20 0,730
Konsantrasyon (pg/ml) Ortalama Absorbans
Klorofil a Klorofil a Klorofil b Klorofil b
(MeOH) (dietileter) (MeOH) (dietileter)
666nm 662nm 653nm 646nm
01 - 0,014 - 0,019
0,25 0,010 0,037 - 0,039
0,5 0,028 0,059 0,010 0,068
1,0 0,073 0,108 0,027 0,114
2,5 0,173 0,280 0,082 0,302
50 0,352 0,595 0,184 0,624
10 0,699 1,067 0,383 0,916
20 0,729
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Cizelge 7.21. Absorbanstan elde edilen C,, Cp ve Cy.c degerleri (ug/mL)

1. absorbans (MeOH) (pg/ml) 2. absorbans (MeOH) (pg/ml) 3. absorbans (MeOH) (ug/ml)

C, Cp Cx+C C, Cy Cx+c C, Cp Cx+c
ESA 0,889 2,249 0,880 2,322 0,857 2,311
ESM 1,059 1,453 0,052 1,021 1,511 0,022 1,051 1,449 0,057
EGA 0,261 1,441 0,251 1,476 0,256 1,427
EGM 0,195 0,342 0,077 0,199 0,330 0,083 0,173 0,379 0,053

1.absorbans (dietileter) (ug/ml)  2.absorbans (dietileter) (ug/ml)  3.absorbans (dietileter) (ng/ml)

C, Coh Cx+c C, Cp Cx+c C, Cp Cx+c
EGA 0,378 0,227 0,448 0,236 0,378 0,227
EGH 1,344 0,476 1,355 0,447 1,344 0,476

Cizelge 7.22. Bitki ekstraktlarinin mg/100g ekstrakt cinsinden C,, Cp ve Cy.¢ degerleri

Klorofil A mg/100g Klorofil B mg/100g Toplam karotenoid mg/100g
ESA 161,63 160,05 155,81 408,83 42224 420,13 - - -
ESM 147,14 141,80 145,91 201,81 209,88 201,18 7,22 3,03 7,91
EGA 48,30 46,53 47,36 266,87 273,38 264,31 - - -
EGM 3243 33,18 28,86 57,04 55,05 63,23 12,81 13,85 8,91
EGA 72,71 86,15 68,97 - - - 43,68 45,35 43,52
EGH 447,92 451,56 443,31 - - - 158,83 148,95 169,32

EK 4. Toplam Fenolik i¢cerigi (TPC) Verileri

Cizelge 7.23. Toplam fenolik bilesen igerigi testinde standart olarak kullanilan gallik
asit (GA) i¢in 760 nm’de elde edilen absorbans degerleri

g X Absorbans_1 Absorbans 2 ;l));tg:g;i
0,01 0,015 0,015 0,015
0,05 0,104 0,110 0,107
0,075 0,170 0,171 0,171
0,1 0,232 0,238 0,235
0,25 0,604 0,608 0,606
0,5 1,138 1,140 1,139
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Cizelge 7.24. Toplam fenolik bilesen testi sonucu bitki ekstraktlar i¢in 760 nm’de elde
edilen absorbans degerleri

Ortalama Ortalama absorpsiyon

1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Absorbans Kontrol (kontrol cikarilms)
ESA 0,521 0,407 0,430 0,453 0,051 0,402
ESM 0,391 0,411 0,423 0,408 0,065 0,343
EGA 0,660 0,596 0,685 0,647 0,175 0,473
EGM 0,844 0,810 0,826 0,827 0,227 0,599
EGH 0,188 0,245 0,196 0,210 0,190 0,019
ESH 0,220 0,227 0,274 0,240 0,192 0,048

Cizelge 7.25. Bitki ekstraktlarina ait toplam fenolik bilesen igerigi (mg GAE/g ekstrakt)

verileri
1. paralel 2. paralel 3. paralel Ortalama TPC
TPC TPC TPC (mg GAE/g ekstrakt)
ESA 768,1 599,8 634,8 667,6 + 88,8
ESM 577,1 606,4 623,8 602,5 + 23,6
EGA 974,0 879,8 1010,2 954,7 + 67,3
EGM 1245,0 1194,7 1218,2 1219,3 £ 25,2
EGH 276,6 361,7 289,0 309,1 +46,0
ESH 3238 335,0 404,3 354,4 + 43,6

EK_5. Toplam Flavonoid i¢erigi (TFC) Verileri

Cizelge 7.26. TFC testi sonucu rutin standardi i¢in 430 nm’de elde edilen absorbans

degerleri
Rutin 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
(ng/ml) absorbans
5 0,046 0,045 0,039 0,043
10 0,066 0,085 0,058 0,070
20 0,151 0,171 0,176 0,166
40 0,334 0,311 0,332 0,326
80 0,649 0,635 0,643 0,642
100 0,814 0,852 0,724 0,797
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Cizelge 7.27. TFC testi sonucu bitki ekstraktlar1 i¢in 430 nm’de elde edilen absorbans

degerleri

1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama

absorbans
ESA 0,206 0,177 0,202 0,195
ESM 0,122 0,109 0,113 0,115
EGA 0,018 0,017 0,018 0,018
EGM 0,025 0,023 0,023 0,024
EGH 0,016 0,012 0,014 0,014
ESH 0,089 0,086 0,115 0,097

Cizelge 7.28. Bitki ekstraktlarina ait toplam flavanoid bilesen igerigi (TFC, mg rutin/g
ekstrakt) degerleri

Ortalama TFC

1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans (mg rutin / g ekstrakt)

ESA 258,1 222,3 253,3 39,1+£4,9
ESM 153,3 137,1 1423 121,3+ 19,7
EGA 23,0 21,6 22,9 144,2 + 8,2
EGM 31,6 29,1 29,3 244,54+ 19,5
EGH 20,8 15,8 17,6 18,0£2,5
ESH 111,3 108,5 144,0 30,0+ 1,4

EK_6. Biiyiikbas Hayvan Beyni Lipozomlar1 (BBE)’nda Lipid Peroksidasyon
Inhibisyonunun Olg¢iimii Verileri

Cizelge 7.29. ESA icin BBE testi absorbans degerleri

pug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama

absorbans
5 0,324 0,307 0,320 0,317
10 0,244 0,330 0,326 0,300
25 0,248 0,246 0,246 0,247
50 0,251 0,226 0,226 0,234
100 0,208 0,213 0,203 0,208
250 0,290 0,287 0,282 0,287

105



Cizelge 7.30. ESM i¢in BBE testi absorbans degerleri

ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans

5 0,261 0,262 0,265 0,263

10 0,251 0,245 0,249 0,248

25 0,222 0,228 0,233 0,228

50 0,222 0,228 0,233 0,227

100 0,221 0,224 0,226 0,224

250 0,225 0,198 0,202 0,209

Cizelge 7.31. EGA i¢in BBE testi absorbans degerleri

ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans

5 0,418 0,440 0,497 0,452

10 0,328 0,366 0,357 0,350

25 0,280 0,272 0,293 0,282

50 0,151 0,129 0,129 0,136

100 0,148 0,105 0,173 0,142

250 0,260 0,169 0,168 0,199

Cizelge 7.32. EGM i¢in BBE testi absorbans degerleri

ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans

5 0,430 0,443 0,443 0,439

10 0,400 0,409 0,420 0,410

25 0,293 0,296 0,301 0,297

50 0,130 0,125 0,127 0,127

100 0,262 0,259 0,259 0,260

250 0,212 0,206 0,203 0,207
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Cizelge 7.33. EGH i¢in BBE testi absorbans degerleri

pug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans
5 0,312 0,309 0,311 0,310
10 0,392 0,399 0,401 0,397
25 0,387 0,411 0,417 0,405
50 0,401 0,411 0,409 0,407
100 0,424 0,417 0,432 0,425
250 0,435 0,439 0,438 0,438
Cizelge 7.34. ESH i¢in BBE testi absorbans degerleri
ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans
5 0,158 0,159 0,159 0,159
10 0,171 0,176 0,176 0,174
25 0,183 0,180 0,190 0,184
50 0,232 0,212 0,215 0,219
100 0,307 0,305 0,319 0,311
250 0,364 0,377 0,374 0,372
Cizelge 7.35. Kersetin i¢in BBE testi absorbans degerleri
ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans
5 0,483 0,478 0,487 0,483
10 0,480 0,445 0,467 0,464
25 0,473 0,457 0,463 0,464
50 0,500 0,504 0,524 0,509
100 0,496 0,500 0,507 0,501
250 0,435 0,452 0,457 0,448
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Cizelge 7.36. BHT i¢in BBE testi absorbans degerleri

ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans

5 0,476 0,466 0,465 0,469

10 0,435 0,455 0,432 0,441

25 0,349 0,335 0,329 0,338

50 0,309 0,319 0,315 0,314

100 0,192 0,200 0,196 0,196

250 0,149 0,155 0,141 0,148

Cizelge 7.37. a-tokoferol icin BBE testi absorbans degerleri

ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans

5 0,268 0,263 0,269 0,267

10 0,177 0,183 0,176 0,179

25 0,181 0,178 0,169 0,176

50 0,156 0,161 0,166 0,161

100 0,139 0,157 0,159 0,152

250 0,138 0,157 0,140 0,145

Cizelge 7.38. Ferulik asit i¢in BBE testi absorbans degerleri

ug/mL 1. absorbans 2. absorbans 3. absorbans Ortalama
absorbans

5 0,559 0,546 0,537 0,547

10 0,546 0,549 0,545 0,546

25 0,527 0,542 0,558 0,542

50 0,526 0,524 0,523 0,525

100 0,573 0,496 0,488 0,519

250 0,459 0,458 0,482 0,467
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Cizelge 7.39. ESA i¢cin BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
ug/mL 1. inhibisyon 2. inhibisyon 3. inhibisyon Ortalama %

inhibisyon
5 53,8 56,2 54,3 54.8
10 65,1 65,5 54,2 61,6
25 64,9 64,5 65,3 64,9
50 64,9 63,7 68,4 657
100 70,4 69,6 71,0 70,4
250 58,7 59,1 59,8 59,2

izelge 7.40. ESM icin BBE testi % inhibisyon degerleri
g y g

0,
wgmL 1 inhibisyon  2.inhibisyon 3. inhibisyon ~ Oraama %

inhibisyon
S 61,9 62,7 61,5 62,0
10 64,3 65,2 64,6 64,7
25 66,8 68,4 67,6 67,6
S0 68,5 66,7 66,9 67,3
100 68,8 68,9 67,8 68,5
250 67,1 71,8 71,2 70,1

Cizelge 7.41. EGA i¢in BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
ugmL L inhibisyon 2. inhibisyon  3.inhibisyon ~ Oriaiama %

inhibisyon
S 40,6 37,4 29,2 35,7
10 53,4 47,9 49,2 50,2
25 60,2 61,3 58,3 59,9
50 78,6 81,6 81,6 80,6
100 78,9 85,1 75,4 79,8
250 63,0 76,0 76,1 71,7

109



Cizelge 7.42. EGM i¢in BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
ug/mL 1. inhibisyon 2. inhibisyon 3. inhibisyon Ortalama %

inhibisyon
5 38,8 37,0 36,9 37,6
10 431 43,0 39,6 41,9
25 58,3 57,9 57,2 57,8
50 81,5 82,3 81,9 81,9
250 69,8 70,6 71,1 70,5

Cizelge 7.43. EGH i¢in BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
ugmL 1 inhibisyon 2. inhibisyon 3. inhibisyon ~ Oraama %

inhibisyon
S 55,6 56,0 55,8 55,8
10 443 43,2 43,0 43,5
25 44,9 41,5 40,6 42,3
50 42,9 41,5 41,9 42,1
100 39,6 40,6 38,5 39,6
250 38,0 37,5 37,6 37,7

Cizelge 7.44. ESH icin BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
pgmL L inhibisyon 2 inhibisyon  3.inhibisyon ~ Oraiama %

inhibisyon
5 52,6 52,3 52,3 52,4
10 48,8 47,3 47,3 47,8
25 45,1 46,0 43,2 44,8
50 30,5 36,6 35,7 34,3
100 8,0 8,6 43 70
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Cizelge 7.45. Kersetin i¢in BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
ug/mL 1. inhibisyon 2. inhibisyon 3. inhibisyon Ortalama %

inhibisyon
5 25,5 26,3 24,8 255
10 26,0 31,3 27,9 28 4
25 27,0 29,6 28,6 28,4
30 22,9 22,3 19,1 21,4
250 32,9 30,4 29,5 30,9

Cizelge 7.46. BHT i¢in BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
pg/mL 1. inhibisyon 2. inhibisyon 3. inhibisyon Ortalama %

inhibisyon
S 26,7 28,1 28,3 27,7
10 32,8 29,9 33,3 32,0
25 46,2 48,3 49,3 479
50 52,3 50,7 51,5 51,5
100 70,4 69,2 69,7 698
250 77,0 76,1 78,3 77,1

Cizelge 7.47. a-tokoferol i¢in BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
pg/mL 1. inhibisyon 2. inhibisyon 3. inhibisyon Ortalama %

inhibisyon
5 58,6 59,5 58,5 58,9
10 72,7 71,7 72,8 72.4
25 72,2 72,6 73,9 72,9
50 75,9 75,2 74,4 75,2
100 785 758 75,4 76,6
250 78,8 75,9 78,4 777
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Cizelge 7.48. BHT icin BBE testi % inhibisyon degerleri

0,
ug/mL 1. inhibisyon 2. inhibisyon 3. inhibisyon Ortalama %

inhibisyon
5 13,8 15,8 17,2 15,6
10 15,8 15,3 16,0 15,7
25 18,8 16,5 13,9 16,4
50 18,8 19,2 19,3 19,1
100 11,6 23,5 24,8 20,0
250 29,2 29,3 25,6 28,0

EK_7. Siiperoksit Anyon Radikali (O,") Yakalama Aktivitesi Verileri

Cizelge 7.49. Siiperoksit anyon radikali (O,") yakalama aktivite testi sonucu ESA igin
elde edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon

ug/ml 1.abs 2.2bs 3.abs Ortalama 1 2 3 ortalama

25 0,396 0,399 0,396 0,397 85 79 8,6 8,3

50 0,369 0,359 0,366 0,365 14,8 17,0 15,5 15,8

100 0,342 0,344 0,344 0,343 21,0 20,6 20,6 20,7

250 0,348 0,338 0,316 0,334 19,6 21,9 27,0 22,8

500 0,325 0,323 0,328 0,326 24,9 25,4 24,2 24,8
kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433

Cizelge 7.50. Siiperoksit anyon radikali (O,”) yakalama aktivite testi sonucu ESM ig¢in
elde edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon

ug/ml . o . Ortalama 1 g 2 g 3 g ortalamya

25 0,384 0,4000 0,408 0,397 115 7.6 59 8,3

50 0,382 0,356 0,383 0,374 11,9 17,7 11,6 13,7

100 0,369 0,363 0,365 0,366 14,9 16,2 15,8 15,6
250 0,337 0,323 0,332 0,331 22,2 254 23,3 23,6

500 0,320 0,286 0,310 0,305 26,2 34,0 28,5 29,6
kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433

Cizelge 7.51. Siiperoksit anyon radikali (O,") yakalama aktivite testi sonucu EGA igin
elde edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon

ng/ml 1.abs 2.abs 3.abs Ortalama 1 2 3 ortalama

25 0,374 0,358 0,388 0,373 13,6 17,4 10,4 13,8

50 0,366 0,369 0,365 0,367 15,5 14,8 15,6 15,3

100 0,348 0,339 0,347 0,345 19,6 21,8 20,0 20,4

250 0,198 0,166 0,204 0,190 54,2 61,6 52,8 56,2

500 0,271 0,254 0,277 0,267 37,5 41,3 36,1 38,3
kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433
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Cizelge 7.52. Stiperoksit anyon radikali (O,") yakalama aktivite testi sonucu EGM igin
elde edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon

ug/ml 1.abs 2.abs 3.abs Ortalama 1 2 3 ortalama

25 0,426 0,395 0,417 0,413 18 8,8 3,7 47

50 0,344 0,399 0,374 0,372 20,6 8,0 13,6 14,1

100 0,360 0,360 0,356 0,359 16,8 17,0 17,6 17,1

250 0,175 0,184 0,180 0,179 59,7 57,6 58,4 58,6

500 0,286 0,296 0,294 0,292 34,0 31,6 321 32,6
kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433

Cizelge 7.53. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu Ferulik asit igin
elde edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon
pg/ml 1.abs 2abs  3.abs Ortalama 1 Y 2 4 3 g ortalam){cl
10 0,338 0,319 0,326 0,328 21,9 26,3 24,7 24,3
25 0,315 0,329 0,322 0,322 27,2 24,0 25,7 25,7
50 0,294 0,283 0,288 0,288 32,2 34,6 33,6 335
100 0,231 0,248 0,238 0,239 46,6 42,7 45,0 44,8

kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433

Cizelge 7.54. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu Kersetin igin
elde edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon
pg/ml 1.abs 2.abs 3.abs Ortalama 1 Y 5 Y 3 Y o rtalam){cl
10 0,310 0,322 0,313 0,315 28,4 25,7 27,8 27,3
25 0,285 0,304 0,293 0,294 34,3 29,7 32,3 32,1
50 0,252 0,247 0,248 0,249 41,8 43,1 42,8 42,6
100 0,166 0,189 0,176 0,177 61,6 56,2 59,3 59,0

kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433

Cizelge 7.55. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu BHT igin elde
edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon
ug/ml 1.abs 2.abs 3.abs Ortalama 1 2 3 ortalama
10 0,397 0,402 0,399 0,399 8,3 71 8,0 78
25 0,402 0,397 0,395 0,398 7,3 8,3 8,9 8,2
50 0,406 0,390 0,394 0,397 6,3 10,0 9,0 8,4
100 0,423 0,417 0,413 0,418 2,4 3,7 45 35
kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433
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Cizelge 7.56. Siiperoksit anyon radikali yakalama aktivite testi sonucu a-tokoferol igin
elde edilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri

Abs %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon  %inhibisyon
ug/ml 1.abs 2.2bs 3.abs Ortalama 1 g 2 g 3 g ortalamya
10 0,278 0,251 0,269 0,266 35,8 42,1 37,9 38,6
25 0,339 0,344 0,336 0,340 21,8 20,6 22,3 21,6
50 0,398 0,376 0,386 0,387 8,2 13,1 10,9 10,7
100 0,423 0,408 0,413 0,414 2,4 59 4,7 43

kontrol 0,446 0,421 0,433 0,433

EK 8. Tiyobarbitiirik Asitle Tepkimeye Giren Maddeler Testinin Verileri

Cizelge 7.57. 1 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu 6l¢iilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,482 0,479 0,487 0,482
ESM 0,333 0,294 0,315 0,314
EGA 0,284 0,324 0,298 0,302
EGM 1,073 1,053 1,032 1,053
EGH 0,327 0,323 0,322 0,324
ESH 0,271 0,281 0,268 0,273
BHT-100 pg/ml 0,308 0,324 0,351 0,328
BHT-1000 pg/ml 0,470 0,490 0,469 0,476
a-tokoferol -100 pg/ml 0,276 0,290 0,285 0,284
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,456 0,447 0,453 0,452
Ferulik asit-100 pg/ml 0,698 0,713 0,700 0,704
Ferulik asit-1000 pg/ml 0,296 0,294 0,299 0,296
Kersetin-100 pg/ml 0,380 0,391 0,363 0,378
Kersetin-1000 pg/ml 0,621 0,622 0,582 0,609
Kontrol 0,396 0,372 0,406 0,391

Cizelge 7.58. 1 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in

TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon

2. % inhibisyon

3. % inhibisyon

% inhibisyon ortalama

ESA

ESM

EGA

EGM

EGH

ESH

BHT-100 pg/ml
BHT-1000 pg/ml
a-tokoferol -100 pg/ml
a-tokoferol -1000 pg/ml
Ferulik asit-100 pg/ml
Ferulik asit-1000 pg/ml
Kersetin-100 pg/ml
Kersetin-1000 pg/ml

0,0
149
27,3

0,0
16,5
30,8
21,4

0,0
295

0,0

0,0
244

29

0,0

0,0
24,9
17,1

0,0
17,5
28,2
17,2

0,0
259

0,0

0,0
24,9

0,1

0,0

0,0
19,5
23,9

0,0
17,8
31,6
10,3

0,0
271

0,0

0,0
23,7

7,2

0,0

0,0
19,7
22,8

0,0
17,3
30,2
16,3

0,0
27,5

0,0

0,0
24,3

34

0,0
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Cizelge 7.59. 2 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu 6dlgiilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,258 0,266 0,255 0,260
ESM 0,381 0,372 0,396 0,383
EGA 0,271 0,274 0,267 0,271
EGM 0,328 0,305 0,316 0,317
EGH 0,366 0,377 0,352 0,365
ESH 0,258 0,241 0,265 0,255
BHT-100 pg/ml 0,350 0,342 0,326 0,339
BHT-1000 pg/ml 0,288 0,265 0,279 0,277
a-tokoferol -100 pg/ml 0,225 0,221 0,221 0,222
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,196 0,203 0,197 0,199
Ferulik asit-100 pg/ml 0,616 0,580 0,608 0,601
Ferulik asit-1000 ug/ml 0,267 0,261 0,275 0,268
Kersetin-100 pg/ml 0,501 0,533 0,492 0,509
Kersetin-1000 pg/ml 0,623 0,602 0,637 0,621
Kontrol 0,360 0,385 0,372 0,372

Cizelge 7.60. 2 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon 9% inhibisyon ortalama

ESA 30,7 28,6 315 30,3
ESM 0,0 0,0 0,0 0,0
EGA 27,3 26,4 28,3 27,3
EGM 12,0 18,0 15,0 15,0
EGH 1,6 0,0 54 2,4
ESH 30,7 35,2 28,9 31,6
BHT-100 pg/ml 6,1 8,1 12,4 8,9
BHT-1000 pg/ml 22,7 28,8 25,0 25,5
a-tokoferol -100 pg/ml 39,6 40,6 40,6 40,3
a-tokoferol -1000 pg/ml 47,2 455 471 46,6
Ferulik asit-100 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Ferulik asit-1000 pg/ml 28,4 29,8 26,0 28,1
Kersetin-100 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Kersetin-1000 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
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Cizelge 7.61. 3 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu 6l¢iilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,391 0,406 0,391 0,396
ESM 0,504 0,495 0,499 0,499
EGA 0,403 0,404 0,392 0,399
EGM 0,710 0,733 0,731 0,725
EGH 0,299 0,304 0,304 0,303
ESH 0,731 0,730 0,704 0,722
BHT-100 pg/ml 0,211 0,211 0,231 0,218
BHT-1000 pg/ml 0,329 0,331 0,335 0,332
a-tokoferol -100 pg/ml 0,280 0,280 0,268 0,276
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,309 0,289 0,292 0,296
Ferulik asit-100 pg/ml 0,546 0,543 0,569 0,552
Ferulik asit-1000 pg/ml 0,374 0,397 0,383 0,385
Kersetin-100 pg/ml 0,396 0,405 0,414 0,405
Kersetin-1000 pg/ml 0,506 0,504 0,486 0,499
Kontrol 0,492 0,514 0,523 0,510

Cizelge 7.62. 3 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon  %inhibisyon ortalama

ESA 233 20,4 234 22,3
ESM 1,2 2,8 2,2 2,1
EGA 20,9 20,8 23,1 21,6
EGM 0,0 0,0 0,0 0,0
EGH 41,2 40,3 40,5 40,7
ESH 0,0 0,0 0,0 0,0
BHT-100 pg/ml 58,5 58,6 54,8 57,3
BHT-1000 pg/ml 35,5 35,0 34,2 34,9
a-tokoferol -100 pg/ml 45,1 45,1 474 45,9
a-tokoferol -1000 pg/ml 39,5 434 42,7 41,9
Ferulik asit-100 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Ferulik asit-1000 pg/ml 26,6 22,1 24,8 24,5
Kersetin-100 pg/ml 22,4 20,5 18,8 20,6
Kersetin-1000 pg/ml 0,7 1,2 4,6 2,2
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Cizelge 7.63. 4 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu Ol¢iilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,354 0,342 0,334 0,344
ESM 0,414 0,405 0,428 0,416
EGA 0,482 0,461 0,469 0,471
EGM 0,444 0,421 0,433 0,433
EGH 0,377 0,365 0,375 0,372
ESH 0,313 0,319 0,335 0,322
BHT-100 pg/ml 0,309 0,310 0,299 0,306
BHT-1000 pg/ml 0,500 0,474 0,473 0,482
a-tokoferol -100 pg/ml 0,503 0,497 0,516 0,505
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,392 0,410 0,420 0,407
Ferulik asit-100 pg/ml 0,565 0,548 0,566 0,560
Ferulik asit-1000 pg/ml 0,740 0,751 0,745 0,745
Kersetin-100 pg/ml 0,449 0,453 0,440 0,448
Kersetin-1000 pg/ml 0,516 0,487 0,508 0,503
Kontrol 0,540 0,523 0,544 0,535

Cizelge 7.64. 4 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon  %inhibisyon ortalama

ESA 33,9 36,1 375 35,8
ESM 22,7 24,3 20,1 22,3
EGA 10,0 14,0 12,5 12,2
EGM 17,0 214 19,1 19,2
EGH 29,5 31,8 30,0 30,4
ESH 41,5 40,4 37,4 39,8
BHT-100 pg/ml 42,3 42,2 44,2 42,9
BHT-1000 pg/ml 6,6 11,5 11,6 9,9
a-tokoferol -100 pg/ml 6,0 7,2 3,6 5,6
a-tokoferol -1000 pg/ml 26,8 234 21,6 23,9
Ferulik asit-100 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Ferulik asit-1000 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Kersetin-100 pg/ml 16,0 15,3 17,8 16,4
Kersetin-1000 pg/ml 3,7 9,1 5,2 6,0
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Cizelge 7.65. 5 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu 6l¢iilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans

ESA 0,323 0,338 0,349 0,337
ESM 0,393 0,394 0,401 0,396
EGA 0,371 0,363 0,377 0,371
EGM 0,404 0,440 0,424 0,422
EGH 0,286 0,317 0,337 0,313
ESH 0,276 0,280 0,279 0,278
BHT-100 pg/ml 0,324 0,336 0,347 0,336
BHT-1000 pg/ml 0,308 0,327 0,322 0,319
a-tokoferol -100 pg/ml 0,328 0,345 0,349 0,341
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,312 0,313 0,330 0,318
Ferulik asit-100 pg/ml 0,296 0,297 0,311 0,301
Ferulik asit-1000 pg/ml 0,335 0,352 0,339 0,342
Kersetin-100 pg/ml 0,640 0,665 0,666 0,657
Kersetin-1000 pg/ml 0,585 0,594 0,595 0,592
Kontrol 0,562 0,570 0,579

Cizelge 7.66. 5 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon  %inhibisyon ortalama

ESA 45,9 43,5 41,7 43,7
ESM 34,3 341 329 33,8
EGA 37,9 39,3 36,9 38,0
EGM 32,5 26,5 29,2 29,4
EGH 52,2 47,0 43,6 47,6
ESH 53,9 531 53,4 535
BHT-100 pg/ml 45,9 43,8 42,0 43,9
BHT-1000 pg/ml 48,5 45,3 46,2 46,7
a-tokoferol -100 pg/ml 451 42,3 41,7 43,0
a-tokoferol -1000 pg/ml 47,9 47,6 449 46,8
Ferulik asit-100 pug/ml 50,6 50,4 48,0 49,7
Ferulik asit-1000 pg/ml 44,0 411 43,3 42,8
Kersetin-100 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Kersetin-1000 pg/ml 2,1 0,7 0,5 11
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Cizelge 7.67. 6 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu Ol¢iilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,338 0,341 0,339 0,339
ESM 0,469 0,477 0,454 0,467
EGA 0,432 0,408 0,439 0,427
EGM 0,368 0,357 0,357 0,361
EGH 0,265 0,241 0,252 0,252
ESH 0,245 0,254 0,271 0,257
BHT-100 pg/ml 0,251 0,248 0,279 0,260
BHT-1000 pg/ml 0,277 0,253 0,258 0,263
a-tokoferol -100 pg/ml 0,237 0,242 0,254 0,244
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,405 0,400 0,385 0,397
Ferulik asit-100 pg/ml 0,287 0,271 0,318 0,292
Ferulik asit-1000 ug/ml 0,258 0,242 0,252 0,251
Kersetin-100 pg/ml 0,284 0,294 0,274 0,284
Kersetin-1000 pg/ml 0,385 0,362 0,388 0,378
Kontrol 0,614 0,613 0,602 0,610

Cizelge 7.68. 6 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon  %inhibisyon ortalama

ESA 44,6 441 445 44,4
ESM 23,1 21,8 255 235
EGA 29,2 33,0 27,9 30,0
EGM 39,6 415 41,4 40,8
EGH 56,6 60,5 58,7 58,6
ESH 59,9 58,3 55,5 57,9
BHT-100 pg/ml 58,8 59,3 54,2 57,4
BHT-1000 pg/ml 54,6 58,5 57,7 56,9
a-tokoferol -100 pg/ml 61,1 60,3 58,3 59,9
a-tokoferol -1000 pg/ml 33,6 34,4 36,8 35,0
Ferulik asit-100 pg/ml 53,0 55,5 47,8 52,1
Ferulik asit-1000 pg/ml 57,7 60,4 58,7 58,9
Kersetin-100 pg/ml 53,4 51,8 55,1 53,4
Kersetin-1000 pg/ml 36,8 40,6 36,4 37,9
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Cizelge 7.69. 7 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu 6l¢iilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,456 0,449 0,435 0,447
ESM 0,432 0,477 0,441 0,450
EGA 0,398 0,402 0,402 0,401
EGM 0,354 0,376 0,381 0,370
EGH 0,282 0,281 0,277 0,280
ESH 0,313 0,323 0,298 0,311
BHT-100 pg/ml 0,243 0,245 0,245 0,244
BHT-1000 pg/ml 0,280 0,320 0,299 0,300
a-tokoferol -100 pg/ml 0,260 0,253 0,257 0,257
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,339 0,331 0,323 0,331
Ferulik asit-100 pg/ml 0,295 0,280 0,291 0,288
Ferulik asit-1000 pg/ml 0,294 0,287 0,284 0,288
Kersetin-100 pg/ml 0,266 0,264 0,283 0,271
Kersetin-1000 pg/ml 0,326 0,325 0,317 0,323
Kontrol 0,632 0,630 0,635 0,632

Cizelge 7.70. 7 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon  %inhibisyon ortalama

ESA 27,9 28,9 31,2 29,3
ESM 31,7 246 30,2 28,9
EGA 37,1 36,4 36,3 36,6
EGM 441 40,5 39,7 414
EGH 55,4 55,5 56,2 55,7
ESH 50,5 48,8 52,9 50,7
BHT-100 pg/ml 61,5 61,3 61,2 61,4
BHT-1000 pg/ml 55,6 49,4 52,7 52,6
a-tokoferol -100 pg/ml 58,9 59,9 59,3 59,4
a-tokoferol -1000 pg/ml 46,4 47,6 48,8 47,6
Ferulik asit-100 pug/ml 53,3 55,8 53,9 54,4
Ferulik asit-1000 pg/ml 53,6 54,7 551 54,4
Kersetin-100 pg/ml 57,9 58,3 55,2 57,1
Kersetin-1000 pg/ml 48,5 48,7 49,8 49,0
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Cizelge 7.71. 8 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu Ol¢iilen absorbans degerleri

1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,463 0,502 0,530 0,498
ESM 0,640 0,609 0,624 0,624
EGA 0,507 0,473 0,518 0,499
EGM 0,633 0,634 0,655 0,641
EGH 0,839 0,807 0,809 0,818
ESH 0,834 0,827 0,850 0,837
BHT-100 pg/ml 0,596 0,572 0,536 0,568
BHT-1000 pg/ml 0,560 0,498 0,512 0,523
a-tokoferol -100 pg/ml 0,789 0,761 0,746 0,765
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,710 0,776 0,787 0,758
Ferulik asit-100 pg/ml 0,506 0,475 0,493 0,491
Ferulik asit-1000 ug/ml 0,807 0,829 0,780 0,805
Kersetin-100 pg/ml 0,788 0,757 0,843 0,796
Kersetin-1000 pg/ml 0,992 0,988 1,066 1,015
Kontrol 0,652 0,668 0,662 0,661

Cizelge 7.72. 8 giinliik inkiibasyon sonunda, bitki ekstraktlar1 ve saf antioksidanlar i¢in
TBARS testi sonucu hesaplanan %inhibisyon degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon  %inhibisyon ortalama

ESA 29,9 24,0 19,8 24,6
ESM 3,2 79 5,6 5,6
EGA 23,2 28,5 21,6 24,4
EGM 4,3 4,0 0,8 3,0
EGH 0,0 0,0 0,0 0,0
ESH 0,0 0,0 0,0 0,0
BHT-100 pg/ml 9,7 13,5 18,9 141
BHT-1000 pg/ml 15,2 24,7 22,5 20,8
a-tokoferol -100 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
a-tokoferol -1000 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Ferulik asit-100 pg/ml 23,4 28,1 25,5 25,7
Ferulik asit-1000 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Kersetin-100 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
Kersetin-1000 pg/ml 0,0 0,0 0,0 0,0
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EK_9. LDL Oksidasyonu Inhibisyonunun Test Verileri

Cizelge 7.73. LDL testi sonucu, 4 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen absorbans

degerleri
1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,073 0,075 0,074 0,074
ESM 0,066 0,063 0,064 0,064
EGA 0,065 0,068 0,066 0,066
EGM 0,072 0,063 0,067 0,067
BHT 0,067 0,068 0,067 0,067
a-tokoferol 0,060 0,063 0,062 0,062
Ferulik asit 0,067 0,066 0,067 0,069
Kersetin 0,068 0,077 0,069 0,071
Kontrol 0,081 0,093 0,086 0,087

Cizelge 7.74. LDL testi sonucu, 4 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen absorbans
degerleri

1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon  %inhibisyon ortalama

ESA 16,1 14,2 15,2 15,2
ESM 24,2 27,5 26,5 26,1
EGA 25,5 21,9 24,3 23,9
EGM 16,8 28,0 23,0 22,6
BHT 22,3 21,8 22,8 22,3
a-tokoferol 30,6 27,8 29,1 29,2
Ferulik asit 22,6 23,5 23,0 23,0
Kersetin 22,2 11,2 21,0 18,1

Cizelge 7.75. LDL testi sonucu, 12 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen absorbans

degerleri
1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,081 0,079 0,080 0,080
ESM 0,077 0,078 0,078 0,078
EGA 0,077 0,077 0,077 0,077
EGM 0,079 0,074 0,077 0,077
BHT 0,070 0,071 0,070 0,070
a-tokoferol 0,061 0,060 0,061 0,061
Ferulik asit 0,057 0,059 0,058 0,058
Kersetin 0,079 0,084 0,080 0,081
Kontrol 0,092 0,094 0,095 0,094
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Cizelge 7.76. LDL testi sonucu, 12 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen absorbans

degerleri
1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon %inhibisyon ortalama
ESA 12,9 15,3 14,2 14,2
ESM 17,6 16,6 16,8 17,0
EGA 17,6 17,3 17,9 17,6
EGM 16,0 20,5 17,8 18,1
BHT 24,8 24,6 25,0 24,8
a-tokoferol 35,2 35,5 34,6 35,1
Ferulik asit 39,2 36,5 38,4 38,0
Kersetin 15,7 10,4 14,0 13,4

Cizelge 7.77. LDL testi sonucu, 36 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen absorbans

degerleri
1.Absorbans 2.Absorbans 3.Absorbans Ortalama absorbans
ESA 0,845 0,862 0,859 0,855
ESM 1,063 1,120 1,114 1,099
EGA 0,912 0,899 0,905 0,905
EGM 0,108 0,106 0,108 0,108
BHT 0,117 0,121 0,119 0,119
a-tokoferol 0,076 0,078 0,077 0,077
Ferulik asit 0,752 0,732 0,743 0,742
Kersetin 0,822 0,833 0,821 0,825
Kontrol 1,431 1,384 1,403 1,406

Cizelge 7.78. LDL testi sonucu, 36 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen absorbans

degerleri
1. % inhibisyon 2. % inhibisyon 3. % inhibisyon %inhibisyon ortalama
ESA 39,9 38,7 38,9 39,1
ESM 244 20,3 20,8 21,8
EGA 351 36,1 35,6 35,6
EGM 92,3 92,4 92,3 92,3
BHT 91,7 91,4 91,6 91,6
a-tokoferol 94,6 94,4 94,5 94,5
Ferulik asit 46,5 479 47,1 47,1
Kersetin 41,5 40,8 41,6 41,3
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