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Yiksek Lisans Tezi
OZET

BAZI PARAMETRELERIN DPPH+ GIDERIM TESTINE VE pH’ NIN BIYOAKTIF
BILESEN EKSTRAKSIYONU VE INKUBASYONUNDA BILESIM VE AKTIVITEYE
ETKILERI

Melek KAYA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2020, 143 Sayfa

Calismada DPPHe<’nin kararliligi, ortamin 1s1k, sicaklik, ¢oziicii ve pH sartlar
acisindan 517 nm absorbanslart ve UV-Vis spektrumlari ile degerlendirildi. Coziiciiniin
DPPHe’ nin kararliligin1 etkiledigi, 10 - 20 °C de bozunmanin yavas, 30 - 40 °C de yiiksek
oldugu goriildii. Spektrumlarda 470-620 nm arasi absorbans degerlerinden tiiretilmis
absorbanslar tretilerek DPPHs bozunma siiregleri daha iyi gosterildi. Bu yontem su ve pH
7°de DPPH-"nin daha kararli, 20 — 30 °C araliginda bozunmada ciddi artig oldugunu gosterdi.
Bekleme siirecinde absorbans farklariyla elde edilen spektrumlarda, 510-520 nm bdlgesinde
onemli diistisler, 390-400 nm bolgesinde ise onemli artislar tespit edildi. Fark grafikleri su
ve pH 7’de diisiik sicakliklarda DPPHe’nin daha kararli oldugunu gosterdi. Antioksidan-
DPPH- etkilesimine ¢oziicii, tampon konsantrasyonu ve ortam pH’sinin etkisi arastirildi.
Bes antioksidan (gallik asit, Troloks, BHT, katesin, C vitamini), bes ¢6ziicli (metanol, su,
DMSO, aseton, etil asetat) ve ti¢c pH (2, 7, 10) ile yapilan ¢alismalar, ¢6ziicii, tampon
konsantrasyonu ve pH farkliliklarinin, aktivitede artisa veya azalmaya sebep olabilecegini
gosterdi. Ekstraksiyonda ve depolamada antioksidanlarin kararliliginin tespiti igin standart
antioksidanlar ve yesil cay ekstraktlar1 klasik DPPHe, FRAP, toplam fenolik miktar1 ve
karbonik anhidraz inhibisyonu ve on-line HPLC-DAD-FRAP antioksidan yontemiyle
incelendi. pH’nin bilesen kararliligini ve biyoaktiviteyi etkiledigi, etkinin bilesik bazli olarak
farklilik gosterdigi, ektraktlarda pH 2’de yiiksek, pH 10’da diisiik aktiviteyle sonuglandigi
gozlendi. DPPHe calismalarinda reaktif ve numune tazeligi, 1sik, sicaklik, pH, tampon
konsantrasyonu ve ¢oziicii aktiviteyi etkilemektedir. Numuneler arasi aktivite kiyaslamasi
ancak ayni sartlarda elde edilen sonugclarla yapilabilir.

Anahtar Kelimeler: DPPH-, Antioksidan, pH, Coziicii, Sicaklik, on-line HPLC-DAD-
FRAP, CA Inhibisyonu
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Master Thesis
SUMMARY

EFFECTS OF SOME PARAMETERS ON DPPHs SCAVENGING TEST AND pH ON
COMPOSITION AND ACTIVITY IN BIOACTIVE COMPONENT EXTRACTION AND
INCUBATION

Melek KAYA

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2020, 143 Pages

DPPH stability was evaluated based on light, temperature, solvent and pH of
medium with absorbance at 517 nm and UV-Vis spectra. Solvent affects DPPH- stability;
degradation was slow at 10-20 °C and fast at 30-40 °C. DPPH degradation was better
expressed by producing derived absorbances using absorbances between 470-620 nm in
spectra. Method showed DPPH as stabile in water and pH 7 and significant increase in
degradation in 20-30 °C. In spectra obtained by absorbance changes during waiting,
significant decreases in 510-520 nm and increases in 390-400 nm region were detected.
Difference graphs showed DPPH was more stable at low temperatures in water and pH 7.
Effect of solvent, buffer concentration and pH on antioxidant-DPPH- interaction was
investigated. Studies with 5 antioxidants (gallic acid, Trolox, BHT, catechin, vitamin C),
5 solvents (methanol, water, DMSO, acetone, ethyl acetate) and 3 pHs (2, 7, 10) showed
solvent, buffer concentration and pH differences may cause activity increase or decrease.
Standard antioxidants and green tea extracts were examined by conventional DPPH,
FRAP, Folin, carbonic anhydrase inhibition and on-line HPLC-DAD-FRAP methods to
determine antioxidants stability in extraction and storage. pH affected component stability
and bioactivity, effect differed on compound basis, and pH 2 resulted in high activity and
pH 10 low activity in extracts. Reagent and sample freshness, light, temperature, pH,
buffer concentration and solvent affect activity in DPPH- tests. Activity comparison

between samples can only be made with results obtained under same conditions.

Key Words: DPPHe, Antioxidant, pH, Solvent, Temperature, on-line HPLC-DAD-FRAP, CA
inhibition
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bitkilerden elde edilen ham ekstraktlar ve bu ekstraktlardan saflastirilarak elde edilen
bilesikler cesitli biyoaktiviteleriyle bir¢ok uygulama alaninda degerlendirilmektedirler. Bu
alanlarda yapilan ¢aligmalar arasinda en 6n sirada gida katkisi ve ilag etken maddesi
arayislart gelmektedir.

Gliniimiizde kronik hastaliklarin yayginlagsmasi ile modern tip tedavilerinin yetersiz
kaldig1 durumlarda insanlar alternatif tipa yonelmektedir. Alternatif tip, bilimsel olarak
etkinligi tam kanitlanmamis bitkisel kaynakli tedavileri icermektedir. Diger bir deyisle
tamamlayici tip olarak da tanimlanabilir. Alternatif tip somatik ve psikiyatrik bozukluklarin
tedavisinde de kullanilir. Alternatif tibbin temelini bitkiler olusturdugu igin son yillarda
bilimsel arastirmalar bu yone dogru kaymaktadir. Bu amagla tibbi ve aromatik bitkiler adi
altinda arastirma alanlar1 agilmaktadir.

Bitkilerin bir diger kullanim alan1 da gida katki maddesi olarak kullanilmalaridir.
Icerdikleri sekonder metabolitler 6zellikle antioksidan agidan etkilidirler. Gida katki
maddelerinin E300 kodlu olanlar1 antioksidan grubu katki maddeleridir. Bu grup katki
maddeleri bitkisel ve hayvansal yaglarin kullanildigi ¢cogu gidalara ilave edilmektedir. Gida
bilesenlerinde oksijen varliginda kendiliginden meydana gelen oksidasyonlara
"otooksidasyon" denilmektedir. Antioksidanlar, otooksidasyon olayin1 yavaslatarak
gidalarin raf 6mriinii uzatmaktadirlar.

Serbest radikaller, T{izerinde eslesmemis elektron bulunduran ve kimyasal
reaksiyonlara karsi oldukg¢a kararsiz olan atom, molekiil veya iyonlardir. Serbest radikaller
viicudun somatik hiicrelerindeki biyomolekiillere saldirarak zincir radikalik reaksiyonlara
sebep olurlar. Serbest radikaller, antioksidanlar ve diger baz1 faktorler yaglanma siiresinde
etkin rol oynarlar [1].

Antioksidanlar, serbest radikal temizleyiciler olarak gérev yapar ve ¢esitli hastaliklara
yol acan oksidatif reaksiyonlar1 onleyici etkiye sahiptirler. Ekzojen antioksidanlarin ¢ogu,
bitkilerden elde edilen fitokimyasallardir. Essiz yapisal diizenlemelerine dayanan

antioksidan potansiyeli olan bir¢ok fitokimyasal sinif vardir.



Bitkilerdeki fenolik bilesikler antioksidan 6zellik gdstermenin yani sira bitki agisindan
yapisal, koruyucu olarak ve biiyiime kontroliinde 6nemli bir yere sahiptir [2]. Fenolik asitler,
flavonoidler, stilbenoidler, ellagitanninler ve taninler gibi bitki fenolik bilesiklerinin,
hiicrenin ROS ( reaktif oksijen tiirleri) seviyelerini dogrudan temizleyerek veya olusumunu
engelleyerek azalttig1 bilinmektedir. Fenolik bilesikler ayrica oksijen metabolizmasinda ve
ksenobiyotik detoksifikasyonunda yer alan enzimlerin ekspresyonunu uyararak hiicrelerin
antioksidan kapasitelerini de artirabilir. Ayrica, enflamatuar reaksiyonlarla baglantili goklu
sinyal yollarini bastirdiklari gosterilmistir [3].

Bitki bilesenlerinin bir diger aktivitesi de enzimler tizerinedir. Enzimler biyolojik
reaksiyonlart katalizleyen molekiillerdir. Karbonik anhidraz enzimi, karbondioksitin
bikarbonata doniisimii i¢in ¢ok etkili bir biyokatalizordiir. Karbon, biyoinorganik
bilesiklerin temelini olusturan bir element oldugu i¢in karbonik anhidraz enziminin énem
derecesi artmaktadir. En yaygin olarak bilinen karbonik anhidraz inhibitorleri stilfanilamid
grubu bilesiklerdir. Sentetik olarak {iretilen inhibitorlerin dogal kaynaktan elde edilme
calismalar1 son yillarda artmaktadir. Laboratuvarimizda yapilan c¢alismalarda CA
inhibitorlerinin bitki kaynakli aragtirmalari yapilmaktadir. LC-ESI-MS ve on-line HPLC-
ABTS yontemleriyle belirlenen gilaburu, kizilcik, kokulu {iziim ve karayemis meyvelerinin
biyoaktif fenolik bilesimi yliksek lisans tez ¢alismasi [4], bitkisel cay bilesenlerinin ve gida
katkilarinin karbonik anhidraz aktivitesi iizerine etkileri doktora tezi [5], yeni bir on-line
HPLC-CA inhibitdr belirleme yonteminin gelistirilmesi ve biyoaktif bitki ekstraktlarina
uygulanmasi [6] laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalara 6rnek verilebilir.

Fenoliklerin bitki dokularindan ekstraksiyon verimleri, ¢esitli ekstraksiyon kosullarina
baglhdir. Bitki dokularinda bulunan fenoliklerin cogu polar ¢oziiciiler iginde ¢oziiniir ve az
miktarda hidroklorik veya formik asit i¢eren metanol kullanilarak ekstrakte edilebilir.
Ekstraksiyon c¢ozeltisinin diisiik pH degeri fenoliklerin oksidasyonunu onleyebilir. Bu
nedenle, fenoliklerin verimli bir sekilde ekstraksiyonunun arastirilmasi, ¢esitli sicakliklarda
ve farkli ¢oziicli pH degerlerinde degerlendirme yapilmasini gerektirir [7].

Gilintimiizde gelisen kromatografi yontemleri ile biyoaktivite ¢aligmalarinda yeni
metotlar gelistirilmeye baslanmistir. HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi)
cihaziyla yapilan ¢alismalar ise oldukca genis ve gilivenilir bir yer kaplamaktadir ve bu
teknolojinin yerini alan ¢ok az sayida teknolojik gelisme vardir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak

on-line HPLC uygulamalari verilebilir.



Bu tez ¢alismasinda DPPH radikal giderim testinde ortam sartlarinin (1s1k, sicaklik,
¢oziicii, pH ve tampon konsantrasyonu) etkisi incelenmistir. Ayni zamanda biyoaktif dogal

bilesiklerin ekstraksiyonunda ortam pH’ sinin bilesim ve aktiviteye etkisi arastirilmistir.

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller (Tablo 1), eslesmemis elektrona sahip asir1 reaktif, diger
molekiillerle etkilesime girerek onlar1 da kararsiz hale getirerek daha fazla radikal
olusumumu saglayan hizli zincir reaksiyonu verme yetenegi bulunan atom veya
molekiillerdir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif oksijen iyonlari ve peroksitleri igerirler
ve yiiksek derisimlerde DNA, RNA, protein ve lipidler gibi biyomolekiiller tizerinde yikici
etkilere sebep olurlar. ROS ayn1 zamanda insanlarda patolojik kosullara yol agan tiirlerdir.
Normal sartlarda, ROS gerekli ara firiinler olarak firetilir ve pikomolar diizeydeki
derisimlerde hiicre sinyallesmesinde ikincil haberciler olarak bulunurlar. Asirt ROS ftiretimi
ve kontrolsiiz diizenlemesi zararli etkilere sebep olmaktadir [8]. ROS’ un ortak
hedeflerinden bazilar1, niikleik asitler, karbohidratlar, proteinler ve lipidlerdir. Oksidatif
stresin bir biyolojik isareti olarak kabul edilen toksik bir molekiil olan malondialdehit,

lipidleri i¢eren oksidasyon reaksiyonlarinda olusan son tiriinlerden biridir [9].

Tablo 1. Serbest radikaller ve etkileri

Serbest Radikal Etkinligi
Siiperoksit radikali ( O27) Oksijen metabolizmasinin ilk ara tirliniidiir.
Hidroksil radikali ( OH-) En reaktif radikaldir.
Hidrojen radikali ( H-) En basit radikaldir.
Peroksil radikali (ROO-") Lipidlerde lokalize olma yetenegine
sahiptir.
Alkoksil radikali (RO ) Organik peroksitlerin yikimai ile iiretilen
metabolittir.
Hidroperoksil radikali ( HO2') Lipid peroksidasyonunu artirmaktir.
Nitrik oksit radikali ( NO-) Bir ndrotransmiterdir.

Pro-oksidan bilesiklerin yaninda sigara i¢ilmesi, fiziksel aktivitenin fazla olmasi, stres
gibi risk faktorlerinin varligindan dolayr oksidatif stres olugmaktadir. Bu siirecin

tanimlanmis ti¢ adimi1 vardir. Radikallerin olustugu baslangig siireci, diger molekiiller ile



reaksiyona girdikleri yayilim siireci ve son olarak diger iiriinlere doniistiigii sonlanmadir
[10]. Antioksidanlar, oksidatif strese neden olan bu reaktif tiirlerin temizlenmesini saglayan
molekiillerdir. Substratin oksidasyonunu diisiik derisimlerde dnleyebilecek maddeler olarak
da tanimlanmaktadirlar. Oksidatif stres ve zararli etkileri, dogal olarak olusan
antioksidanlarin  alinmasiyla  Onlenebilmektedir.  Antioksidanlar, serbest radikal
temizleyiciler olarak islev goriir (Sekil 1) ve g¢esitli hastaliklara yol acan oksidatif
reaksiyonlar1 onler. Ekzojen antioksidanlarin ¢ogu, bitki kaynakli fitokimyasallardir. Egsiz
yapisal diizenlemelerine dayanan antioksidan potansiyeli olan bircok fitokimyasal smif
vardir. Organizmada olusan antioksidanlar farkl fizyolojik durumlarda oksidatif strese kars1
savagmaktadir. Bunlar, katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimleri icermektedir. Ayrica 6zellikle GSH oksidatif strese karsi savunmada énemli rol

almaktadir. A, C ve E vitaminleri gibi antioksidanlar diyetle disaridan alinmaktadir [11].

:® |
®. | :)@:®

Sekil 1. Bir antioksidanin serbest radikale saldirmasi (R: Radikal)

Antioksidanlarin biyolojik sistem i¢in yarar1 ve gidalarin antioksidan igerikleri, gida
hammaddelerinin cinsine, mahsuliin hasat zamani ve hasat yontemlerine, depolama ve
depolandig1r ortaminin 1s181na, 1sisina, iklime, nemine, hatta kisi ve toplumun tiiketim
aliskanliklarina gore degisebilmektedir.

Antioksidan maddelerin 6nemli kaynaklar bitkiler oldugu igin diyetle alinan
antioksidanlar genellikle fitokimyasal antioksidanlar olarak adlandirilmaktadirlar.

Gidalardaki dogal antioksidan maddeler; indirgen ajan, serbest radikal giderici, singlet



oksijen tutucu mekanizmalardan bir veya birkaci ile antioksidan etkilerini gostermektedirler

[12].

1.3. Dogal ve Yapay Antioksidanlar

Gidada acilagsma ve bozulma reaksiyonlarini dnlemek ve oksidasyonu durdurmak veya
yavaglatmak i¢in gidalara antioksidanlar ilave edilmektedir. Bu ilave antioksidanlar ayni
zamanda gidanin raf dmriinii uzatmaktadir. Antioksidanlar dogal ve yapay olmak tizere iKi
grupta siiflandirilabilirler. Bitkilerin sekonder metabolitleri dogal antioksidanlardir. Dogal
antioksidanlarin en yaygin olanlar1 askorbik asit ( C vitamini), tokoferoller, -karoten,
likopen, fenolik asitler, flavonoidlerdir. Giintimiizde gida raf 6mriinii uzatmak ve {iriin
maliyetini diisiirmek adina dogal antioksidanlar yerine daha c¢ok yapay antioksidanlar
kullanilmaktadir. Endiistriyel olarak kullanilan yaygin yapay antioksidanlar arasinda
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA), tert-biitil hidrokinon
(TBHQ), propilgallat (PG) en 6nemlileridir.

C vitamini (Sekil 2) ¢esitli gidalarda bulunan, besin takviyesi olarak kullanilan
askorbik asit ve askorbat olarak ta bilinmektedir. Skorbiit hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir. Gii¢lii bir antioksidan olmasmin yaninda doku tamirinde ve

norotransmiterlerin enzimatik iiretiminde rol oynamaktadir [13].

Sekil 2. C vitamini

E vitamini (Sekil 3) yagda ¢6ziinen 6nemli bir vitamin olup antioksidan ozellik
gostermektedir. E vitamini bilesenleri degisik tiirlerde tokotrienoller ve tokoferoller
icermektedir.  Kardiyovaskiiler  hastaliklarin  tedavisinde, tedavi edici olarak

kullanilmaktadirlar [14].



Sekil 3. E vitamini

Karotenoidler lipofilik fitokimyasallar olup organizmaya alimlari ile tip-2 diyabette,
kardiyovaskiiler ve kronik hastaliklarda azalmaya sebep olmaktadirlar [15]. A vitamini
(Sekil 4) olarak da yaygin olarak kullanilmaktadir. G6z hastaliklarinin tedavisinde ve

bagisiklik sistemini giiclendirerek cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir.

OH

Sekil 4. A vitamini

Likopen (Sekil 5), kirmizi havug, kavun, karpuz gibi sebze ve meyvelerde bulunan
parlak kirmizi karotenoid hidrokarbondur. Kirmizi olmayan bitkiler 6rnegin olarak
kuskonmaz ve maydonoz likopen igermektedir. Bu bilesik karotenoid olmasina ragmen A

vitamini aktivitesine sahip degildir [16].

Sekil 5. Likopen



BHT (Sekil 6) ayn1 zamanda dibutilhidroksitoluen olarak da bilinmektedir. Fenoliin
tirevlendirilerek kimyasal olarak iiretilen lipofilik bir organik bilesiktir ve en yaygin olarak
kullanilan sentetik antioksidandir. Avrupa ve ABD’ de, gida katki maddesi olarak kiigiik
miktarlarda kullanilmasina izin verilmektedir. BHT, serbest radikallerin kontrol edilmesi
gereken sivilarda ve diger malzemelerde oksidasyonu oOnlemek icin yaygin olarak

kullanilmaktadir [17].

OH

Sekil 6. BHT

BHA (Sekil 7), iki izomerik organik bilesik olan 3-tert-butil-4-hidroksianisol ve 2-tert-
butil-4-hidroksianisol karisimindan olusan bir antioksidan molekiil olarak bilinmektedir. 4-
metoksifenol ve izobiitilenden elde edilmektedir. E320 ile gida katki maddesi olarak
kullanilan bir maddedir. BHA, gida, gida ambalaj1, hayvan yemi, kozmetik, kauguk ve petrol
triinlerinde antioksidan ve koruyucu ozellik gostermektedir. BHA ayrica, izotretinoin,

lovastatin ve simvastatin gibi ilaglarda da yaygin olarak kullanilmaktadir [18].

~_ ~

o @)

OH OH

Sekil 7. BHA



TBHQ (Sekil 8), gidalarda, doymamis bitkisel yaglar ve birgcok yenilebilir hayvansal
yag i¢in koruyucu olarak kullanilmaktadir. Bilinen avantaji gidalarin raf dmriinii uzatmaktir.
Gida katkir maddesi olarak E319 koduyla kullanilmaktadir. Eklendigi besinin kokusunu ve
tadii degistirmemektedir. BHA gibi diger koruyucu maddelerle karistirilabilme 6zelligine
sahiptir [19].

HO OH

Sekil 8. TBHQ

Propilgallat (Sekil 9), gallik asit ve propanoliin kondenzasyonuyla olusan bir ester
olmak ile birlikte 1948'den beri, bu antioksidan, oksidasyonu dnlemek i¢in yag ve yag iceren

yiyeceklere eklenmektedir. E310 koduyla gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir [20].

OH

HO

HO SN

Sekil 9. Propilgallat



1.4. Biyoaktif Fenolik Bilesikler

20. yiizyilin sonlarina dogru bitkisel kaynakli caligmalarda bir artis gézlenmektedir.
Saglik alaninda yapilan calismalar da bu konuya dogru yonelmektedir. Meyve, sebze,
antioksidan etki gdstermektedir. Bu fitokimyasallar hipertansiyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve diyabet ile miicadelede 6n plana ¢ikmaktadir [21]. Fitokimyasallarin bu
etkileri dogal kaynaklarin 6nemini artirmakta ve bu alandaki ¢alismalar1 arttirmaktadir.

Gida katki maddeleri, gidanin raf dmriinii uzatmak, bozulmasini geciktirmek, gidanin
duyusal 6zelliklerini gelistirmek, gidalarin karakteristik 6zelliklerini korumak i¢in gidalarin
hazirlanmasinda kullanilan besleyici 6zelligi olmayan koruyucu maddelerdir [22].
Endiistride sentetik olarak kullanilan bu gida maddelerinin insan saglig1 tizerindeki olumsuz
etkileri de diisliniildiigiinden son yillarda yapay katki maddelerinden daha ¢ok bitkisel
kaynakli gida katki maddelerine yogunlasilmaktadir. Bu acidan degerlendirildiginde yine
bitkilerden elde edilen fitokimyasallar kendilerini gostermektedirler [21].

o 0
HO X
OH OH H
HO HO
OH OH

Gallik asit Kafeik asit
0 oH
0
HO OH CH;
p-Kumarik asit Vanilik asit Kuersetin

Sekil 10. Bazi1 fenolik bilesikler
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Fenolik bilesikler (Sekil 10), meyve ve sebzelerde ¢ok az bulunmalarina ragmen ¢ok
yiiksek etkiye sahip bitkilere buruk bir tat veren, renginden sorumlu olan ve bitkiyi dis
etkilere kars1 koruyan molekiiller olarak bilinmektedirler. Aromatik halkasinda bir veya
birden fazla hidroksil grubuna sahip bilesiklerdir. Polifenoller ve basit fenolik asitler olarak
iki ana sinifa ayrilmaktadirlar. Meyve ve sebzelerde bolca bulunan fenolik bilesikler ise
hidroksisinnamik asit tiirevleri, hidroksibenzoik asit tiirevleri ve flavonoidler olmak {izere
ti¢ simifa ayrilmaktadirlar. Flavonoidler de kendi aralarinda antosiyanidinler, flavanoller,
katesinler, flovanonlar, proantosiyanidinler olarak 5’¢ ayrilmaktadirlar [23]. Fenolik
bilesikler ¢ok genis etkilere sahip olduklari igin ¢ok daha farkli siniflandirilmalara da
sahiptirler.

Yapisal modifikasyonlar ve temel olarak gastrointestinal kanalin farkli boliimlerindeki
pH degisikliklerinin neden oldugu fonksiyonel 6zelliklerde meydana gelen degisiklikler
fenoliklerin etkilerine miidahale edebilir ve bu nedenle biyo-verimi etkileyebilir. Bir¢ok
calisma, bagirsak kosullariin, fitokimyasallarin biyolojik olarak erisilebilirligi tizerindeki
onemli etkilerine isaret etmektedir. Bununla birlikte, pH degisikliklerinin fenolik bilesikler

tizerindeki etkileri lizerine yapilan ¢alismalarin sonuglari tutarlt olmamistir [24].

1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Oksidatif stres ile miicadele de kullanilan antioksidan molekiilleri tayin etmek icin
birgok metot gelistirilmistir. Bu metotlarin temeli hidrojen atomu transferi ve tek elektron

transferine dayanmak iizere iki sekilde degerlendirilmektedir [25,26]

1.5.1. Hidrojen Atom Transfer (HAT) Reaksiyonlarina Dayah Yontemler

HAT (Hidrojen Atom Transfer) esasina dayanan yontemler genellikle oksitlenebilir
molekiiler antioksidanlar ile sentetik serbest radikal iireticilerin karistirilmasini
icermektedir. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH?¢) radikal giderme, ORAC (oksijen radikali
absorbans kapasitesi), TRAP (toplam radikal yakalayici antioksidan parametresi) ve krosin
beyazlatma yontemi ile antioksidan aktivite tayin testleri HAT temelli reaksiyonlara

dayanmaktadir [25,26].
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1.5.2. Tek Elektron Transfer (SET) Reaksiyonlarina Dayal Yontemler

Antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme
kapasitesinin 6l¢limiine dayanir. Renk degisiminin derecesine gore numunedeki antioksidan
konsantrasyonuyla kiyaslama yapilir. DPPHe giderme testi, CUPRAC (Bakir (II) iyonu
indirgeme esasli antioksidan kapasite), FRAP (Demir (I11) indirgeme), TEAC (troloks
esdegeri antioksidan kapasite, ABTS radikal giderme aktivitesi, toplam fenolik madde tayini

testleri SET reaksiyonlarina dayanmaktadir [25,26].

1.5.3. Cahismada Kullanilacak Spektrometrik Antioksidan Testler

Bu tez c¢alismasinda kapsamli bir sekilde literatiir taramasi yapilarak en yaygin
kullanilan antioksidan tayin yontemleri belirlenerek ekstrakte edilen numunelere
uygulanmistir. Ayrica yaygin bilinen antioksidanlar DPPHe giderim testi ile ¢alisilmistir.
Kullanilan yontemler:

1. DPPHe giderim testi
2. Demir (III) indirgeme/antioksidan gii¢ (FRAP) tayini
3. Toplam fenolik madde tayini ( TP)

1.5.3.1. DPPHe Giderim Testi

11.11.2019 tarihinde “DPPHe” ve “antioxidant” kelimeleri ile yapilan web of science
daki literatiir taramasinda 27,824 adet bu konu ile makale yayimlanmigtir. Bu say1 da diger
yontemlerle kiyaslandiginda DPPHe giderim yonteminin agik ara onde oldugunu
gostermektedir. Bu yontem kolay uygulanabilmesi ve kisa siirmesi nedeniyle oldukc¢a fazla
kullanilmaktadir. DPPHe (Sekil 11) kimyasali ticari olarak kolay ulasilabilen ve ¢ozeltisi
kolay hazirlanabilen bir madde olmasit nedeniyle tercih edilmektedir. Bu metodun
dezavantaji ise molekiiliin yapisi ve boyutunun test sonuclarini etkilemesidir. Sterik
engellemeden dolay1 inaktif olarak test edilmektedirler. DPPHe yontemi oldukga fazla ilgi
gormekte ve bu yontemin yenilik¢i yaklagimlarla gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar hizla
devam etmektedir. Son yillarda bu yeni metodlardan biri olan on-line HPLC-antioksidan

aktivite uygulamalarinin artmasi ile on-line HPLC-DPPHe yontemleri gelistirilmistir. Bunun
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yant sira bir bagka yeni metod da laboratuvarimizda gelistirilmis olan damlatma yontemi ile
DPPHe antioksidan aktivite metodudur. [27]. Yapilan diger ¢alismalara bakildiginda DPPHe
151k, sicaklik ve ¢oziiciiden etkilendigi ve bu etkilenmenin aktivite sonuclarini da etkiledigi
gorilmektedir.

DPPHe radikali, tek elektronun molekiil {izerinde dimerizasyonunu onleyen yapisi
sayesinde stabil bir serbest radikal olarak simiflandirilmaktadir. DPPHe c¢ozeltisine
antioksidan ¢ozeltisinin ilave edilmesiyle antioksidanlar radikallere proton vererek onlari
indirger ve indirgenme sonucunda ¢ozeltinin rengi mor menekse renginden sariya dogru
degisim gosterir ve Ol¢giilen dalga boyunda absorbansta diisiis meydana gelir [28]. Bu renk
degisimi genellikle spektrofotometrik olarak 517 nm’ de 6l¢tilmektedir.

N—N NO,

Sekil 11. DPPH Radikali

DPPHe yontemi siklikla kullanilan bir yontemdir. Temelde hidrojen transfer
yontemine dayanmaktadir. Son zamanlardaki ¢alismalarda farkli mekanizmalar1 oldugu
gozlemlenmistir. DPPHe yontemi ile farkli reaksiyon zamanlari, ¢oziiciiler, pH ve
antioksidan olarak kullanilan farkli bilesenlerin takibi yapilmistir [29]. Metal iyon tipi ve
konsantrasyonu, su igeriginin ve Olglim sistemi pH’ smin ABTS testini 6nemli 6lgiide
etkiledigi ve boylece bitki ve besin Oziitlerinin dogru antioksidan aktivitelerinin tahmin
edilmesini  zorlastirdigi yapilan ¢alismalarda bulunmustur [30]. Dawidowicz ve
arkadaglarinin yaptigi bu ¢alismadakine benzer sekilde DPPHe giderim testine pH’ nin etkisi

yaninda ¢6ziicliniin etkisi de bu tez ¢alismasinda incelenmistir.
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1.5.3.1.1. DPPHe ‘nin Kararhhgmma pH’ nin Etkisi

Literatiirde mevcut ¢aligmalara bakildiginda ortam pH’ s1, 6zellikle karbonil bilesikleri
(sekerler) ve amino grubu igeren bilesiklerin (aminoasitler) reaksiyonuyla yeni biyoaktif
bilesiklerin olugmasinda onemlidir [31]. pH, antioksidan testlerin sonug¢larinda verilen
aktivite degerlerinde de degisikliklere sebep olmaktadir. DPPHe’ nin pH tampon

coOzeltisindeki stabilitesi temel olarak kullanilan tampon ve ¢oziicii tiirlerine baghdir [32].

1.5.3.1.2. DPPHe ‘nin Kararhhgina Coéziiciiniin Etkisi

Daha 6nce yapilan ¢alismada DPPH« nin reaktivitesi tert-butil alkol sisteminde 6nemli
derecede arttig1 gosterilmistir [32]. DPPHe sadece organik ¢oziiciilerde ¢6ziinebilmektedir
ve numune bilesiklerden absorbans girisimleri Kkantitatif analiz ig¢in bir problem
olabilmektedir [32].

1.5.3.2. Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢c (FRAP) Tayini

FRAP testi, asidik sartlarda (pH 3.6) antioksidanlar tarafindan ferrik iyonun TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazin) varliginda demir(ll)-TPTZ kompleksine indirgenmesini oSlger
(Sekil 12). FRAP birimi, bir mol Fe (lll) 'nin Fe (ll)' ye indirgenmesidir [28]. Bu test

yapilirken mavi renk 595 nm’ de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir.

N If ,N A / NS __"‘: / ,"_:V \,"" _/
\—‘—-4\\ [ N \ =/ Z \ I NG \ -
Feay N + antioksida N— Fe ()
N \N'/lel]]')\ 2 antioksidan B 7 \N/.‘ \
/ \-"\ = ! I N e / ] — /f N
L NF\UN i1 N N [}
N \/\/ N K NN N A
N \/J X

Sekil 12. Fe*" iin Fe?* ye indirgemesi
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1.5.3.3. Toplam Fenolik Madde Tayini (TP)

Fenolik asitler, benzoik ve sinamik asitlerden tiiretilen fenolik yapilar olmakla birlikte
hidrobenzoik asit esas olarak gidalarda glukozitler formunda bulunurken, p-kumarik, kafeik
ve ferrulik asit gibi hidroksisinamik asit, ¢cogunlukla gidalarda basit esterler olarak
bulunmaktadir. Folin-Ciocalteu reaktifi ile yapilan bu yontem ile toplam fenolik bilesikler
belirlenebilmektedir. Bu yontem, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik
bilesiklerin Folin-Ciocalteu reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina

dayanir. Mor-menekse renkli bu kompleks 765 nm’ de maksimum absorbans vermektedir.
1.6. pH

Kimyada pH, sulu bir ¢ozeltinin ne kadar asidik veya bazik oldugunu belirlemeye
yarayan Ol¢ii birimidir. Asidik ¢ozeltiler diisitk pH’ ya sahipken, bazik ¢ozeltiler yiiksek pH
ya sahiptir. Oda sicakliginda su ise ne bazik ne de asidik ozellik gosterir pH’ s1 7
civarindadir. pH, ¢ozeltideki hidrojen iyonlarinin konsantrasyonunu logaritmik olarak
belirtmektedir. Diisiik pH yiiksek hidrojen iyonu konsantrasyonunu belirtmektedir. Daha

dogru bir tanim olarak pH, hidrojen iyonu aktivitesinin 10 tabaninda eksi logaritmasidir [34].

1
pH = —log,,(ay+ ) = logy (_)
ay

@)

1.7. Farkh pH’ larda Antioksidanlarin Ozellikleri

Sulu ortamin pH’ smna ve iyonik siddetine bagli olarak antosiyaninler yapisal
degisiklige ugramaktadir. Antosiyaninlerin ekstraksiyon verimi pH degerine baghdir ve
giiclii asit ortamina sahip asitlestirilmis ¢Oziiciiniin yiiksek ekstraksiyon verimi vardir.

Ciinkii asitler antosiyaninin dogal formunu degistirebilmektedir. Antioksidan aktivitesi pH’



15

2 den 7’ ye yiikseldikge azalmaktadir [35]. Sabit bir pH’ da toplam fenol iceriginde ve
antioksidan aktivitesinde bir azalma goriilmektedir [36]. pH’ nin antosiyanin molekiilleri
tizerine etkisi, benzoik ve sorbik asitler, fenol ve nitrofenoller, vanilin ve etilvanilin veya

gallik asit gibi diger fenolik asitlerdeki gibi iyi kanitlanmistir [37].

1.8. pH’ min Biyomolekiillere Etkisi

Biyokimyada c¢ok o©nemli ve siklikla kullanilan bir islem pH Olgiimiidiir.
Biyomolekiillerin yapilar1 ve aktiviteleri pH” dan etkilenmektedir. Protein yapisinda olan
enzimlerim Kkatalitik etkileri pH’ ya baglidir. Bu yiizden tibbi tanilar i¢in kan ve idrarda pH
Olciilmesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu duruma 6rnek verecek olursak ileri derecede
diyabet hastas: olan kisilerde kan plazma pH’ s1 genellikle olmasi1 gereken 7,4 degerin
altindadir. Kan plazma degerinin 7,35’ in altinda olmasi asidoz, 7,45’ in {izerinde olmasi ise
alkaloz olarak bilinmektedir. Proteinler sabit bir yapida degildir. Yiiksek sicaklik ve asidik
pH’ da, organik ¢oziiciiler ve oksidatif atmosfer varliginda kolayca denatiire olabilmektedir.

Antosiyaninlerin ve polifenollerin ekstraksiyon oranlari; ekstraksiyon yontemi,
¢oziici, sicaklik, zaman ve pH gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. En yaygin kullanilan
ektraksiyon ¢oziiciisii ise asitlendirilmis etanoldiir [38]. Antosiyaninlerin stabilitesinin
saglanmasinda pH’ nin biiyiik dl¢iide etkisi oldugu bilinmektedir. [39]. Antosiyaninlerin
korunmasi i¢in pH 3,5’ de mikrokapsiillemenin uygun oldugu bulunmustur [40]. pH
degisikliklerinin Ozellikle asitlestirilmesinin gida matrikslerine bagli fenoliklerin serbest
birakilmasina, potansiyel olarak absorpsiyon i¢in mevcut fenolik miktarni artirarak
biyoyararlanimi1 artirmaktadir [24]. Ortama asit eklenmesi, fitokimyasallarda, cis-trans
izomerazyonuna veya radikal giderme potansiyelinde degisikliklere sebep olmaktadir [41].
Diyetimizin bir pargast olan dogal polifenolik bilesikler, pH degisikliklerine maruz
kaldiklarinda zarar goriirler ve pH' a duyarliliklar1 da fenoliin yapisina baghdir [41]. pH
degisikligne (3-11) maruz kalan ¢o6zeltilerdeki saf polifenollere iliskin raporlar, fenoksit
iyonlarinin ve kinon oksidasyon ara maddelerinin kismi rezonans stabilizasyonunu ortaya
cikarmigtir [41]. Bitkilerden fenolik bilesenler arasinda 6zellikle antosiyaninlerin
ekstraksiyonunda diisiikk pH’ da ¢alisilirken asitin tiiriiniin 6nemli oldugu, bu anlamda formik

asitin Uistiin performans gosterildigi bildirilmistir [42].
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1.9. Enzim

Enzimler, metabolizmada hiicrenin fonksiyonlarini ger¢eklestirebilmesi igin biiyiik bir
kism1 protein yapili olan biyomolekiillerdir. Biyokimyasal siireglerin merkezindedirler.
Enzimler aktivasyon enerjisini diisiirerek reaksiyonlari hizlandirirlar, diger bir degisle
katalizor gorevi gordiikleri icin biyokatalizor olarak tanimlanmaktadirlar. Enzimler
proteinlerin 6nemli bir sinifin1 olusturmaktadirlar. Amino asitlerin peptit bagi ile baglanarak
kendilerine 6zgii ii¢ boyutlu yapilara sahiptirler. Ug boyutlu yapilarinin olusmasinda H-bagi,
elektrostatik etkilesimler, Van der waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimler gibi zayif
etkilesimler 6nemli rol oynamaktadir. Ug boyutlu yapilari sayesinde substrat ile etkileserek
katalitik gorevlerini yerine getirmektedirler. Enzimlerin katalitik gii¢lerini gosteren turnover
say1s, bir mol enzim tarafindan birim zamanda iiriine doniistiiriilen substratin mol sayisidir
[43]. En yiliksek turnover sayisina sahip enzimler arasinda karbonik anhidraz enzimi yer
almaktadir. Enzim aktivitesi, substratin iiriine doniismesi olarak ifade edilmektedir. Enzim
aktivitesi, enzimin ti¢ boyutlu yapisi, substratin konsantrasyonu, sicaklik ve pH gibi dis

faktorlerden etkilenmektedir.

1.9.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz (E.C.4.2.1.1) enzimi aktif bdlgesinde ¢inko iyonu bulunduran
metaloenzim ailesine mensup, karbondioksitin bikarbonata doniisiimiini  tersinir
katalizleyen bir enzimdir. Ayni1 zamanda biyolojik sistemin asit baz dengesini korumaktadir

[44]. Karbonik anhidraz 16 tane izoenzime sahiptir.

CO2+ H20 2 H2CO3 2 H"+ HCOs (2)

Ortamin degismesi goz Oniline alinarak karbonik anhidraz enziminin yaklasik pKa
degeri 6,36° dir. Bu bilgiye dayanarak pH 7° de bikarbonat ¢ok az bir yiizdede

protonlanmaktadir.
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Karbonik anhidraz enziminin farkli izoformlar1 disiiniildiigiinde 2 nolu reaksiyonun
katalitik hizlar1 saniyede 10% ile 10° arasinda degismektedir[45]. Enzimdeki ¢inko prostetik
grubu histidin aminoasiti tarafindan ii¢ pozisyonda koordine edilmektedir. Dordiincii
koordinasyon su molekiilii tarafindan olusturulmaktadir [46].

Karbonik anhidraz enzimi ilk olarak sigirlarin kirmizi kan hiicrelerinden izole
edilmistir [47]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda karbonik anhidrazin alt1 farkli familyadan
(a, B, v, 0, &, n) olustugu bulunmustur.

1.9.2. Karbonik Anhidraz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Literatiir taramasi yapildiginda karbonik anhidraz (CA) enziminin esteraz ve hidrataz
olmak iizere iki aktivitesi mevcuttur. CA aktivite 6lgtimleri bu iki aktivite izerinden yapilir
[48].

Esteraz aktivitesi belirlenirken substrati olan p-nitrofenil asetat: karbonik anhidraz
enzimi hidroliz ederek olusturdugu iriiniin (p-nitrofenol/p-nitrofenolat) 348 nm’ de
spektrofotometrik olarak 6l¢limiine dayanmaktadir (Sekil 13). Bu absorbans dl¢limlerinden

aktivite hesaplanmaktadir [49].

0O

I CA
HEN@—HCCH; + H0 ()ZNQ()H + CH;COOH

Sekil 13. p-nitrofenoliin hidrolizi

Hidrataz aktivitesi metodu ise Maren ve arkadaslari tarafindan bulunmus ve giiniimiize
kadar gelistirilmistir. Bu metot substrat olan CO>’ in hidrasyonu sonucu agiga ¢ikan H*
iyonlarinin konsantrasyonunun ortamin pH’ s1 10 iken bu pH’ nin 7,4’ e diiserken gegen
stirenin Olglilmesi temeline dayanaktadir [50]. Asagidaki formiil ile enzim {nitesi

hesaplanmaktadir:
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EU=(to—tn) /tn )
EU: Enzim tinitesi
to: Enzimsiz denemede olgiilen siire

th: Numune koyulduktan sonra gegen siire

CO,+ H,0 2 H,COz 2 HY + HCO3' (4)

Karbonik anhidraz enzimini inhibe eden ilaglar diliretik grubu olusturdugu igin
Klinisyenlerin dikkatini ¢ekmistir. Asetazolamid, civa olmayan ilk ditiretik olarak 1956
yilinda klinik uygulamaya sokulmustur. Hidroklorotiyazid, indapamid, klortalidon ve
furosemid gibi diliretikler dahil olmak iizere FDA ( Food and Drug Administration)
tarafindan onayli karbonik anhidrazi inhibe eden ilaglar siilfanoamidlerdir [51]. Konjektif
kalp yetmeligi tedavisinde klasik karbonik anhidraz inhibitorleri olarak metazolamid,
etokzolamid, diklorfenamid uygulanmigtir. Gliniimiizde daha ¢ok tercih edilenler tiyazid,
tiyazid benzeri diiiretikler ve aldosteron antagonistleri gibi yeni nesil ditiretiklerdir, fakat
cogu farkli enzim inhibisyonu sergilemektedirler. Asetazolamid hipertansiyon, uyku
kalitesini iyilestirme ve dag hastaligi riskini azaltma durumunda yararli bir ilag olarak
kullanilmaktadir [51]. Topikal dorzolamid ve brinzolamid ve bazi durumlarda sistemik
asetazolamid, glokomda g6z i¢i basimncinin azaltilmasi icin yaygin kullanilmaktadir.
Topiramat ve zonisamid, karbonik anhidraz inhibisyonu olan ¢oklu etki mekanizmasina
sahip antikonviilsan molekiillerdir [52].

Karbonik anhidraz inhibitorleri ile ilgili literatiirde olduk¢a fazla calisma mevcut
olmasina ragmen, aktivatérleri ile ilgili yaygin calisma bulunmamaktadir. insanda fizyolojik
olarak bulunan potansiyel CA Il aktivatorleri histamin, serotonin gibi biyojenik aminler,

fenilalanin ve histidin gibi amino asitler olarak bilinmektedirler [53].
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1.10. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografinin ilk uygulamas1 Mikhail Tswett tarafindan bitkiden renkli bilesenlerin
ayriminda kullanmilmistir. HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi), karisimdaki
bilesenleri ayiran, hem nicel hem de nitel olarak 6l¢iim yapabilen bir tekniktir. Pompalar
kullanilarak sabit faz madde ile doldurulmus kolondan numune karisiminin hareketli faz ile
yiiksek basingta gegirilmesine dayanmaktadir. Numunedeki her bir bilesen sabit faz madde
ile farkl etkilesimlere girerek farkli bilesenler icin farkli akis hizlarina neden olmaktadir ve
bilesenlerin kolondan c¢ikarken ayrilmalarina sebep olmaktadir [54]. HPLC {iretimde,
arastirmada, yasal analizlerde ve tibbi alanlarda kullanilmaktadir. HPLC’ nin kromatografik
yontemler arasinda en ¢ok kullanilmasinin sebebi ¢ok hizli analiz yapilabilmesine olanak
saglamasidir. HPLC’ nin avantajlar1 arasinda yiiksek c¢oziiniirliik saglamasi, yiiksek
duyarliliga sahip olmasi, tekrarlanabilirlik, yiiksek oranda geri kazanim saglamasi, dogruluk,
otomasyon ve paslanmaz ¢elik kolonlarin uzun siire tekrar tekrar kullanilabilmesi

sayilabilmektedir.

1.10.1 HPLC’ nin Temel Prensipleri ve Temel Kavramlar

HPLC temel olarak numunenin mobil faz i¢inde ¢oziinmesi ve sabit faz diye
adlandirilan dolgu maddesi ile doldurulmus kolondan ytiksek basing altinda gecirilmesine
dayanmaktadir. Coziinen bilesenler polaritelerindeki farkliliklarindan dolayr kolonu farkli
zamanda terk etmektedirler. Bu fark sayesinde bilesenler birbirlerinden ayrilmaktadirlar [
55]. Kolondan ¢ikan faz dedektore gelir ve sinyallerin olusturdugu zamana bagh
kromatogramlar ekranda bize bilesenler hakkinda bilgi vermektedir. Bu zaman ise
bilesenlerin alikonma zamanlaridir. Ayn1 zamanda kromatogramlardaki pik alanlarinin
hesaplanmas1 bize numunenin miktar1 hakkinda bilgi vermektedir. HPLC cihaz1 bes ana
boliimden olusmaktadir:

e Mobil faz kab1

e (Gaz giderici (degasser)

e Yiiksek basing i¢in pompa
e Enjeksiyon sistemi

e Kolon
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Sekil 14’ de sematik olarak cihazin bdliimleri gosterilmektedir.

Gaz Giderici

Pompa

Coziicii Deposu

Enjektsr
Numunﬂs
Ei Enjeksiyon Unitesi
Kolon
Dedektsr
Atk

Sekil 14. HPLC cihazinin sematik gdsterimi

1.10.2. Yaygin Kullanilan HPLC Dedektorleri

HPLC sisteminde dedektor ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Kolondan ¢ikan bilesenin
tayini i¢in ¢ok hassas ve tahmini olarak bilesenin yapisina uygun bir dedektor secilmelidir.
Iyi bir dedektorde giiriiltii seviyesi ¢ok az olmali ve ¢ok az miktarlardaki numunelerde dl¢iim
yapabilmelidir. Bunun yan sira sicaklik ve basing farklarindan etkilenmemelidir [56].

UV-Vis dedektor ile 15181 absorblayan bilesenlerin tayinini yapmak miimkiindiir($ekil
15). Bu dedektorii 200-800 nm arasinda istedigimiz dalga boyuna ayarlanabilmektedir. Bu

dedektor ile analiz yaparken kullanilan ¢oziicii siteminin UV 1ginlar1 absorbe ettigi dalga

boylar1 analizde ¢alisilan dalga boyundan diisiik olmalidir [57].

Kaydedici
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Sekil 15. UV dedektoriin galisma prensibi [6]

DAD veya PDA detektorii ( foto diyot dizili detektor) UV-Vis dedektoriin
gelistirilmesiyle tretilen bir modeldir. UV-Vis dedektorden farki ise bilesenin verdigi
sinyalleri farkli dalga boylarinda es zamanli olarak Glgme yeteneginin olmasidir. Bu
sebepten dolay1 detektore olan giiven artmaktadir [57].

Bilesenlerine ayrilan numunelerin her bir bileseni iyon haline getirildikten sonra
kiitle/yiik oranina gore ayrimina dayanan sistemde kullanilan MS dedektérdiir. Iyonlagma
islemi i¢in ESI (Electrospray Ionization) teknigi kullanilmaktadir. Bu detektor yap:
aydinlatmasi ve miktar tayininde yaygin kullanilmaktadir [57].

Floresans dedektorler ise UV dedektorlere oranla 1000 kat daha yiiksek hassasiyete
sahip olmakla birlikte floresans 6zellik gosteren bilesenlerin tayini igin kullanilmaktadirlar.
Bu dedektor ksenon yiiksek basing lambasi veya civa buhar lambasina sahiptir, uyarma ve
emisyon monokromatorii, kare akis hiicresi ve fotogogaltici pargalardan olusmaktadir[57].
lletkenlik dedektorii daha ¢cok anyon ve katyon analizlerinde kullanilmaktadir. Mobil fazin
iletkenliginin diisiik olmasina dikkat edilmektedir [57].

RID (Kirilma Indisi Dedektodrleri), diger dedektdrler ile kiyaslandiklarinda
hassasiyetleri oldukca diisiik dedektorler olmakla birlikte sicakliktan oldukca fazla

etkilenmektedirler. Neredeyse biitiin maddelere cevap vermektedirler [57].
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Elektrokimyasal dedektorler, elektroliz sonrast akimin dlgiilmesine dayanan en hassas
detektorlerden bir tanesidir. Bu dedektorler de dikkat edilmesi gereken nokta kullanilan

¢oziicii elektrik akimini iletmemelidir [57].

1.11. On-line HPLC-Biyoaktivite Yontemleri

Son yillarda biyoaktif bilesenleri belirleme ydntemlerine bakildiginda karmagik
bilesenlerin ayriminda kullanilan teknikler 6n plana ¢ikmaya baglamistir. Kombine teknikler
bu karmasik bilesenleri ayirma islemlerinde biyoaktif bilesiklerin daha hizli ve giivenilir bir
sekilde analizini saglamaktadir. Bu yontemlerde dncelikle HPLC ile bilesenler ayrilirlar ve
daha sonra kolon sonrasi gelistirilen ek ilaveler ile bu ayrilan bilesenlerin biyoaktivite
Olctimleri yapilmaktadir. Bagka bir bakis acis1 da bu ayrilan bilesenlerin kimliklerinin tespit

edilebilmesidir [58].

1.11.1. On-line HPLC-FRAP Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Laboratuvarimizda gelistirilen on-line biyoktivite tayin yontemlerinden biri de on-line
HPLC-FRAP yontemidir (Sekil 16). Numunelerdeki antioksidan bilesenlerin ve 15 tane
standart bilesigin aktivitelerin tek uygulamada belirlenmesi hedeflenmistir ve bu yontemin
optimizasyonu yapilarak bitki numunelerine uygulanmustir. {lk defa gelistirilen bu yéntemin
giiriiltii ve antioksidan cevap agisindan literatiirdeki ABTS ve DPPHe giderim yontemlerine
gore Ustiinlikk sagladig belirlenmistir. Bunun sonucunda literatiire yeni bir on-line HPLC
yontemi kazandirilarak bitki ve gida numunelerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

icin uygun goriilmiistiir. Bu yontemin sematik gosterimi Sekil 17 de gosterilmistir [59].
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Sekil 16. On-line HPLC-FRAP ydnteminin sematik gosterimi [59]

1.12. Kullanilan Bitkiler

Yesil ¢cay (Camellia sinensis) yapraklarindan elde edilmektedir. Yesil cayin anavatani
Cin olmak iizere iiretimi ve pazari biitiin Asya iilkelerine yayilmistir. Tiirkiye ¢ay tiretiminde
diinyada on siralarda gelmektedir: Cay tarim alanlarinin genigligi bakimindan 8 inci, kuru
cay uretimi agiSindan 6’ nci, ¢ay tiiketimi yoniinden ise 3. sirada yer almaktadir. Caym
Tiirkiye’ye ilk gelisi ve gecirdigi siire¢ Osmanli Imparatorlugunun yayilis alami olan
Avrupa’ya yayildig1 yillarla paralellik arz etmektedir [60]. Cogunlukla Camellia sinensis
den iiretilen yesil ¢ay liretim zamanina, iiretim yerine, yetistirme kosullarina, bahgecilik
yontemlerine ve hasat zamanina bagl olarak ¢esitlilik gdstermektedir. Diizenli olarak yesil
cay tilketmenin saghiga faydalar {izerine ¢ok fazla calisma yapilmistir. Yesil cay
antioksidan, antimikrobiyal, tansiyon dengeleyici, kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu olma o6zellikleri bilinmektedir. Siyah ¢ay ile yesil ¢ay ayni bitkiden elde
edilmesine ragmen oldukga farklidirlar. Bu farkliligin sebebi yesil ¢cayin islenmesi sirasinda
yas cay yapraklarinin yiiksek sicaklik sokuna tutulup polifenol oksidaz enzimi dahil tim
oksidasyon enzimlerinin etkisiz hale getirilmeleri saglanmaktadir. Yesil ¢ay kuru agirliginin
yaklagik % 30’ unu olusturan antioksidanlar tarafindan zengin bir polifenol kaynagidir [61].
Fermantasyon yapilmadig i¢in ¢ay yesil olmaktadir. Yesil ¢aydaki polifenoller katesinler
adi altinda toplanmaktadir. Bunlar ; (-)—epikatesin (EC), (-)—epigallokatesin gallat (EGCG),



(-)—epigallokatesin ( EGC), (-)-epikatesingallat ( ECG), (+)-gallokatesin ve (+)-katesindir

(Sekil 17) [62].
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Sekil 17. Caydaki baz1 katesinler
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Sekil 18. Yesil gay
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1.13. Kullanilan Standartlar

Bu tez c¢alismasinda bitki numunesi ile birlikte yontemleri oturtmak i¢in BHT, C
vitamini, troloks, katesin ve gallik asit standart antioksidan bilesikler ile ¢alismalar yapildi.
BHT, yapay ve dogal antioksidanlar basliginda detayli bir sekilde anlatilmis olan
yapay bir antioksidan maddedir. Ayni baslik altinda dogal antioksidan maddelerde de C

vitamini anlatilmaktadir.

CHj,

HO
OH
HsC O CH,

CH,
Sekil 19. Troloks

Troloks (6- hidroksi-2,5,7,8- tetrametilkroman-2-karboksilik asit) (Sekil 19), oksidatif
hasar veya stresi azaltmak i¢in biyokimyasal uygulamalarda kullanilan E vitamini benzeri
sentetik bir antioksidan maddedir. Huang et al. Troloks ve alfa tokoferol gibi
antioksidanlarin bagirsak pH kosullarinda daha kararli hale geldigini dolayisiyla

aktivitelerini muhafaza etme yeteneklerini anlatmustir [24].

OH

OH

OH
Sekil 20. Katesin
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Katesin (Sekil 20), karbon 3 {izerindeki hidroksil grubu olan iki benzen halkasina (A-
ve B-halkalar1) ve bir dihidropiran heterosikle (C-halkas1) sahiptir. A halkasi bir rezorsinol
parcasina benzerken B halkasi katekol parcasina benzemektedir. 2 ve 3 numarali
karbonlardaki molekiil tizerinde iki kiral merkez vardir. Bu nedenle dort diastereoizomeri
vardir. izomerlerin ikisi trans konfigiirasyonundadir ve katesin olarak adlandirilirken diger
ikisi cis konfigiirasyonundadir ve epikatesin olarak adlandirilmaktadir. Farkli epimerler kiral
kolon kromatografisi kullanilarak elde edilmektedirler [63]. Flavonoid sinifina ait olan
katesinler, in vitro yiiksek konsantrasyondayken antioksidan gibi davranabilmektedirler
ancak diger flovanoidler ile karsilagtirildiklarinda antioksidan kapasiteleri diisiiktiir [64].
Tekli oksijeni sondiirme kabiliyeti katesinin kimyasal yapisi ile ilgilidir. Sekil 20’ de
goriildiigii tizere B halkasi tizerindeki katekol parcasi ve C halkasi lizerinde ¢ift bagi aktive

eden bir hidroksil grubunun varligi ile agiklanmaktadir [65].

HO OH

OH

Sekil 21. Gallik asit

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) (Sekil 21), serbest ve hidrolize edilebilen
tanenlerin bir pargasidir. Gallik asit, farmasotik endiistrisinde Folin-Ciocalteau reaktifi ile
cesitli analitlerin fenol i¢erigini belirlemek i¢in standart olarak kullanilir; sonuglar gallik asit

esdegerlerinde rapor edilir [66]. Ayn1 zamanda zayif bir karbonik anhidraz inhibitoriidiir
[67].



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Cihazlar

Bu tez K.T.U Fen Fakiiltesi Kimya béliimiiniin Biyoaktivite Arastirma
Laboratuvari’nda (BAL) hazirlanmistir. Laboratuvarda kullanilan cihazlar ve malzemeler

Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Marka

Ceker ocak TEZ-SAN

Derin dondurucu (-18°C) Vestel

Etiiv Binder ve Niive FN 120

Hassas Terazi Mettler Toledo MS204

HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Agilent 1100 Series Degasser (Gaz

Kromatografisi) giderici)
Agilent 1100 Series Quad Pump (Dortlii
Pompa)
Agilent 1100 Series VWD (Ultra Viyole
dedektor)
Agilent 1200 Series DAD (Diyot serili
dedektdr)

Manyetik Karistirici ve Isitict Heidolph/MR 3001 K Hei-standard

Mikro filtre RC

Kolon C18, Hichrom (250 mm * 4,6 mmi.d., 5
um partikiil)

Otomatik pipet Gilson (10-100 pL) & (100-1000 pL) &
(1000-5000 pL)

Ogiitiicii (Blender) Arzum Clipper Model AR1034 Made in
China

Pastor pipet ISOLAB

Plastik kiivet LP ITALIANA SPA Via C. Reale 15/4
20157 Milano/ ITALIA

pH metre HANNA Instruments pH 211

PTFE (Poly Tetra Fluoro Ethylene) Supelco

Tubing

Santrifiij Universal 320 R Hettich/Zentrifugen

Siizge¢ kagidi Whatman™ Cat No 1093 125

Is1 sirkiilatori WiseCircu WCR P8

Siringa Hsw Norm-Ject 2-Part (20 mL) & (50 mL)

Siringa pompast Goldman syringe pump
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Termometre

ISOLAB

Ultrasonik banyo

Bandelin

UV-Vis Spektrofotometre

ATI Unicam UV2

Vorteks karistiric

IKA® Vortex Genius 3

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar, ¢oziiciiler ve temin edildikleri firmalar Tablo 3°de

listelenmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi Uretici firma
Asetazolamid Sigma-Aldrich
Asetonitril (HPLC grade) Sigma-Aldrich
Asetik asit (CHsCOOH) Carlo Erba
Askorbik asit Sigma-Aldrich
BHT Sigma-Aldrich
Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPOa) Sigma-Aldrich
DPPHe Sigma-Aldrich
Gallik asit Sigma- Aldrich
Hidroklorik Asit (HCI) Merck

Katesin Sigma- Aldrich
Kloroform Merck

Metanol (HPLC grade) Merck

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Emsures, Merck
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck

Sodyum karbonat (Na2CO3) Emsures, Merck
Siilfanilamid Sigma- Aldrich
Siilfiirik asit (H2SO4) Carlo Erba
p-nitrofenil asetat Sigma-Aldrich
TPTZ(2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine) Fluka

Troloks

Sigma-Aldrich
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2.3. DPPHe Kararhihigina Cesitli Faktorlerin Etkisi

Bu calismadaki ama¢ DPPHe c¢ozeltisi ile yapilan testlerdeki sonuclarin
degerlendirilmesinde reaksiyon ortamindaki faktorlerin etkisini ortaya koymak ve optimum

sartlar tespit etmektir.

2.3.1. Isik ve Coziiciiniin DPPHe* Kararhhgina Etkisi

Calismada kullanilmak tizere 100 uM DPPHe c¢ozeltisi hazirlandi. 6 farkli deney
tiipline 5 paralel ¢alisma olacak sekilde 750 uL hazirlanan DPPHe ¢6zeltisinden ve 750 pL
metanol, su, aseton, etil asetat, kloroform ve DMSO ¢éziiciileri pipetlendi (Sekil 22 ). Bu
pipetlemeler 2 seri halinde yapildi. 1. Seri oksijene agik 1s1kl1 ortamda, 2. seri oksijene agik
karanlik ortamda 60 dakika bekletildi. Bu bekleme boyunca 0, 20, 40 ve 60. dakikada

absorbans 6l¢iilerek zamana karsi absorbans grafikleri ¢izildi.

OO000O
O0O000
OO000
OO0O00
0000 O
OO00 O

<75O ul DPPH 750 pl DPPH 750 pl DPPH 750 pl DPPH 750 ul DPPH 750 ul DPPH
750 ul MetOH 750 pl Su 750 pl Aseton 750 ul Etil Asetat 750 ul Kloroform 750 ul DMSO

Sekil 22. DPPHe kararliligina ¢6ziicliniin etkisi ¢alismasinin pipetleme tablosu
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2.3.2. Sicaklik ve pH’ min DPPHe Kararhhgina Etkisi

Bu ¢alisma i¢in 100 uM DPPHe ¢6zeltisi (metanol), 0,125 mM Na;HPOQg ile pH 2, pH
7, pH 10 tampon c¢ozeltileri hazirlandi. Tampon ¢ozeltiler hazirlanirken pH ayarlamalari
yapmak i¢in seyreltik HCI ¢ozeltisi ile seyreltik NaOH ¢ozeltisi kullanildi. Antioksidan
numune olmadan DPPHe’ nin test sartlarindan etkilenmesi takip edildigi i¢in numuneyi
temsilen numune ¢6ziiciisti olarak metanol kullanildi. Sicakligin etkisini gormek igin dort
farkl1 (40 °C, 30 °C, 20 °C, 10 °C ) sicaklikta calisma yapildi. Sicaklik ayarlamalarin1 yapmak
i¢cin su havuzu olusturuldu. Bu su havuzunun sicakligi Wisecircu sirkiilator sistemi ile
saglandi (Sekil 23.). Bu sirkiilator sistemi ile sicaklik 10 °C’ye ayarlandi. 20 °C’deki ¢alisma
ortamui ise klimalar ile tiim laboratuar sicakligi olarak saglandi. 40 °C ve 30 °C’deki sicaklik
ortam ise 1siticili manyetik karistiricilar ile ayarlandi. Tiim sicakliklar ¢aligmalar boyunca
termometre ile kontrol edildi. Calismalar iki paralel seklinde ve direk giines 1s18indan
korunarak ¢ozeltilerin agizlari parafilm ile kapatilarak yapildi. 750 pL DPPHe ¢ozeltisi, 650
uL tampon/su, 100 uL metanol olacak sekildeki pipetlemeyi temsilen biiyiik deney tiiplerine
10 mL DPPHe ¢ozeltisi, 8,6 mL tampon/su, 1,4 mL metanol icerecek sekilde reaksiyon
karisimi1  hazirlanip istenilen sicaklikta bekletilmeye baslandi. Bu karisimdan alinip
pipetleme yapilan andan itibaren 8. saate kadar absorbanslar 517 nm’ de 6l¢iildii ve ayni
zamanda 200 ile 650 nm arasinda spektrumlari alindi. Sadece 10 °C’ de 22 saat boyunca

degisim takip edildi.

- .-

10 mL DPPH 10 mL DPPH 10 mL DPPH 10 mL DPPH
8,6 mL Su 8,6 mL pH 2 8,6 mL pH 7 8,6 mL pH 10
1.4 mL MetOH 1.4 mL MetOH 1.4 mL MetOH 1.4 mL MetOH

Sekil 23. Wisecircu sirkiilator sistemiyle olusturulan havuz ve reaksiyon karigimlar
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2.4. Antioksidan - DPPHe Reaksiyonuna Cesitli Faktorlerin EtKisi

2.4.1. Antioksidanlarin Metanoldeki SCso Degerleri

SCso, ¢ozeltide mevcut radikal miktarini yartya indiren numune konsantrasyonudur.
SCso degerinin bulunmasi i¢in antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda ¢alismak
gerekir. Her bir standarttan kalibrasyon grafigi elde etmek i¢in, standartlarin konsantre
¢ozeltileri hazirlandi. En yiiksek son konsantrasyonlar BHT i¢in 125 pM, C vitamini i¢in
30 uM, Troloks i¢in 15 uM, gallik asit i¢in 7,8 uM ve katesin i¢in 15,6 uM olacak sekilde
on denemeler yapilarak belirlendi. Bunlardan 1:1 seyreltmeler yapilarak 5 farkli
konsantrasyonda galisildi. 750 pL DPPHe ¢ozeltisi ve 750 pL antioksidan ¢dzeltisinden
deney tiiplerine pipetleme yapildi. iki paralel olarak ¢alisma yapildi. Kontrol korii [DPPHse
¢Ozeltisi + standart ¢oziiclisli (metanol)] ve standart korti [standart ¢ozelti + DPPHe ¢oziictisii
(metanol)] tiiplerine de pipetleme yapildi (Sekil 24). 50 dakika bekledikten sonra 517 nm de
absorbanslar Olgiildii. Numune absorbansindan numune koriiniin absorbansinin

¢ikarilmasiyla elde edilen absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gegirildi.

O

MetOH MetOH MetOH MetOH MetOH  En kons. Num.
1:1

750 L DPPH Céziiciisii
750 pL 750 uL

Numune f Numune

O
O
O
O
O

C
<

1:1 1:1

Coziiciisii

—~O0-
-0~
—=00-
-0 0O~
-0~

750 uL DPPH

Sekil 24. DPPHe giderme testinde SCso belirlemek igin pipetleme sekli
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2.4.2. DPPHe Cozeltisinin Tazeliginin SCso Degerine Etkisi

2.4.1 deki ¢alismadaki yontem ile yapilan bu ¢alismadaki fark ise hazirlanan DPPHe
¢Ozeltilerinin bekleme siireleridir. Bir seride taze hazirlanmis DPPHe ¢ozeltisi ile SCso
degeri belirlenirken diger seride DPPHe ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra oda sartlarinda 4 saat
bekletildikten sonra SCso degerleri belirlendi. Bu deneyde kullanilan standart
antioksidanlarin en yiiksek konsantrasyonlart Troloks i¢in 3,75 uM ve gallik asit i¢in 7,5
uM’dir.

2.4.3. Antioksidan-DPPHe Etkilesimine Coziiciilerin Etkisi

DPPHe testinde ¢oziicliniin antioksidan aktivite tizerindeki etkisini arastirmak i¢in bu
caligma yapildi. Calismada kullanmak tizere bes farkli ¢6ziicii belirlendi. Coziiciiler metanol,
su, aseton, etil asetat ve DMSO’ dur. Bu ¢oziictilerin ise bes farkli antioksidan tizerindeki
etkileri ¢alisildi. Caligilan antioksidanlar ise BHT, Troloks, C vitamini, gallik asit ve
katesindir. Metanoliin etkisine bakilirken antioksidanlar ve DPPHe ¢6zeltisi DMSO’da
hazirlandi. Bu durumda DMSO’ nun ortami nasil etkiledigini gérmek i¢in gallik asitin son
konsantrasyonu 32,85 uM olacak sekilde ve 100 pM DPPHe DMSO da hazirlandi. 750 pL
DPPHe ¢ozeltisi, 650 uL DMSO ve 100 pL gallik asit ¢ozeltisi deney tiipiine pipetlendi.
Spektrofotometreden kiiveti ¢ikarmadan ilk 5 dakika 30 saniyede bir olacak sekilde 18.
dakikadan sonra 2 dakikada bir, 40. dakikadan sonra 5 dakikada bir olacak sekilde toplam
120 dakika absorbans 6l¢iildii. Ayni ¢alisma gallik asitin son konsantrasyonu 2,2 uM olacak
sekilde, DPPHe ¢ozeltisi ve gallik asit ¢Ozeltisi metanolde hazirlanarak ortam tamamen
metanollii olacak sekilde yapildi. Metanollii ¢alismada 40 dakika boyunca absorbanslar ilk
5 dakika 15 saniyede bir, 5 dakikadan sonra 20. dakikaya kadar dakikada bir ve sonra 40.
dakikada absorbans 6l¢iildii. Zamana kars1 absorbans grafikleri ¢izildi.

Antioksidan DPPHe etkilesimine ¢oziiciiniin etkisi c¢alismasinda 100 uM DPPHe
¢oOzeltisi, antioksidanlarin son konsantrasyonlar1 daha oOnceden belirlenen SCso
konsantrasyonlar1 olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Bu reaksiyona ¢oziiciiniin etkisini
gorebilmek icin ¢aligilan ¢oziicli konsantrasyonu %43,3, %15, %7, %3 ve %0 olacak sekilde
pipetlemeler yapildi. Her bir numune igin ii¢ paralel ¢alisma yapildi. Ayni zamanda numune
korii ve kontrol korii de ¢alisildi. Bu deneyin pipetleme prosediirii asagidaki Tablo 4’deki
gibidir.



33

Tablo 4. Antioksidan-DPPHe etkilesimi deneyi igin pipetleme prosediirii
%43,33 Test ¢oziiciisii konsantrasyonu

Numune Numune Korii Kontrol Korii
Standart AO ¢ozeltisi 100 pL 100 uL
AO Coziiciisii 100 pL
Test ¢oziiclisii 650 pL 650 uL 650 uL
MetOH
DPPHe ¢ozeltisi 750 uL 750 uL
DPPHe Coziiciisii 750 uL
Toplam Hacim 1500 pL 1500 puL. 1500 puL

%15 Test ¢oziiclisli konsantrasyonu

Numune Numune Korii Kontrol Korii
Standart AO ¢ozeltisi 100 uL 100 uL
AO Coziiciisii 100 pL
Test ¢oziiclisii 225 puL 225 pL 225 uL
MetOH 425 uL 425 uL 425 ulL
DPPHe ¢ozeltisi 750 pL 750 uL
DPPHe ¢oziiciisii 750 pL
Toplam Hacim 1500 pL 1500 pL 1500 pL

%7 Test ¢oziiciisli konsantrasyonu

Numune Numune Korii Kontrol Korii
Standart AO ¢ozeltisi 100 pL 100 uL
AO Coziiciisii 100 pL
Test ¢oziiclisii 105 pL 105 uL 105 uL
MetOH 545 uL 545 uL 545 uL
DPPHe ¢ozeltisi 750 pL 750 uL
DPPHe ¢oziiciisii 750 pL
Toplam Hacim 1500 uL 1500 pL 1500 pL

%?3 Test ¢oziiciisii konsantrasyonu

Numune Numune Korii Kontrol Korii
Standart AO ¢ozeltisi 100 pL 100 pL
AO Coziiciisii 100 pL
Test ¢oziiciisii 45 pL 45 pL 45 uL
MetOH 605 uL 605 uL 605 uL
DPPHe ¢ozeltisi 750 pL 750 pL
DPPHe ¢oziiciisii 750 pL
Toplam Hacim 1500 uL 1500 uL 1500 uL
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Tablo 4’iin devami

%0 Test ¢oziiciisli konsantrasyonu

Numune Numune Korii Kontrol Korii
Standart AO ¢ozeltisi 100 pL 100 pLb
AO Coziiciisii 100 uL
Test ¢oziiclisii 0 0 0
MetOH 650 uL 650 ulL 650 uL
DPPHe ¢ozeltisi 750 uL 750 pL
DPPHe ¢oziiciisii 750 uL
Toplam Hacim 1500 pL 1500 puL 1500 puL.

Pipetlemeler yapildiktan sonra baslangigta ve 60. dakikada 517 nm’ de absorbanslari

ol¢iildii ve 200 ile 650 nm arasinda spektrum alindu.

2.4.4. Antioksidan-DPPHe Etkilesimine Tampon ve pH’ nin Etkisi

2.4.4.1. Antioksidanlarm Su Varhgindaki SCso Degerleri

Calismada tampon pH’ s1 ve konsantrasyonunun aktiviteye etkisi incelendiginden 6nce
SCso belirleme islemi ortama su eklenerek gergeklestirildi. 100 uM DPPHe ¢ozeltisi
metanolde hazirlandi. 750 pL DPPHe ¢ozeltisi, 650 pL saf su ve 100 pL antioksidan
¢ozeltisinin 1:1 oraninda seyrelmis 5 farkli konsantrasyonu pipetlendi. BHT ve Troloks 15
uM, gallik asit 5 uM, katesin 12,5 uM ve C vitamini 8,33 uM son konsantrasyonu en yiiksek
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Iki paralel olarak ¢alisma yapildi. Kontrol korii
[DPPHe ¢ozeltisi + standart ¢oziiciisli (metanol)] ve standart korii [standart ¢ozelti + DPPHe
¢oziiclisii (metanol)] tiiplerine de pipetleme yapildi. 50 dakika bekledikten sonra 517 nm’ de

absorbans Olgitildii.

2.4.4.2. Antioksidan-DPPHe Etkilesimine Tampon pH’ simin Etkisi

Bu calisma i¢in dncelikle hangi konsantrasyonda tampon ile ¢alisacagimiz belirlendi.
Bu belirlemeyi yapmak i¢in spektrofotometre kullanilmadan gorsel olarak deney yapildi.

100 uM DPPHe ¢ozeltisi hazirlandi. 0,2 mM NaHPO4 tampon ¢ozeltisi hazirlandi ve bu
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cozelti seyreltik HCI ve seyreltik NaOH ile pH 2, pH 7 ve pH 10’a ayarlandi. Daha sonra
seri diliisyon ile 1:1 oraninda seyreltme yapildi ve her seyreltmede pH metre ile pH kontrolii
yapildi. Seyrelen konsantrasyondaki tamponlar ile pipetleme 750 uLL DPPHe ¢ozeltisi, 650
uL tampon ve 100 pL numune ¢oziiciisii (MeOH) olacak sekilde pipetleme yapildi. Bu
isleme bulanikligin ve renk degisiminin olmadigi konsantrasyon teyit edilene kadar devam
edildi.

Tampon konsantrasyonu belirlendikten sonra antioksidan DPPHe etkilesimini pH’ nin
ve suyun nasil etkiledigi calismasi yapildi. Bunun i¢in pipetleme yapildiktan sonra son
konsantrasyonu 54,34 uM olacak sekilde NaoHPO4 tampon ¢ozeltisi, son konsantrasyonu 50
uM olacak sekilde DPPHe ¢ozeltisi ve son konsantrasyonlari sulu ortamdaki SCso degerleri
olacak sekilde BHT, Troloks, C vitamini, gallik asit ve katesin hazirlandi. 750 pL DPPHe
cozeltisi, 650 pL farkli pH’ daki tampon c¢ozelti ve 100 pL antioksidan ¢dzeltisinden
pipetlendi. Numuneler ii¢ paralel olarak ¢alisildi. Bu pipetlemelerin kontrol tiipleri de
hazirlandi. Kontrol tiiplerinde numune yerine numune ¢dziiciisii olan metanol kullanildi.
Deney basladigi dakikadan itibaren BHT igin 60 dakika, Troloks ve C vitamini igin 20
dakika, gallik asit ve katesin i¢in 30 dakika boyunca zamana karsi absorbans 6lgiimleri

yapild1 ve bu 6l¢iimler grafige gecirildi.

2.4.4.3. Antioksidan-DPPHs Etkilesimine Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

Bu calismada degisen antioksidan konsantrasyonunun degisen tampon
konsantrasyonu varliginda nasil aktivite gosterdigi incelendi. 100 uM DPPHe ¢ozeltisi
hazirlandi. Son konsantrasyonu en yiiksek 41,74 mM olacak sekilde NaHCO3 ¢ozeltisi
hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 1:1 oraninda seyretilerek 11 farkli konsantrasyon hazirlandi.
Antioksidan olarak BHT ve Troloks kullanildi. Bu antioksidanlarin SCso degerleri ortaya
gelecek sekilde seri seyreltme ile 11 farkli konsantrasyon hazirlanarak c¢aligildi. Bu
olusturulan metot pH 2, pH 7 ve pH 10 i¢in ayr1 ayr1 ¢alisildi. BHT i¢in pH 10 ¢alisilirken
son konsantrasyon 26,7 uM olacak sekilde seyreltme yapildi. Diger durumlarda
antioksidanlarin son konsantrasyonu 66,66 uM olacak sekilde seyreltme yapilarak calisildi.
750 uL. DPPHe ¢ozeltisi, 650 pL tampon ve 100 pL antioksidan ¢ozeltisi olacak sekilde
pipetlemeler yapildi. 50 dakika sonra 517 nm de absorbanslar 6l¢iildii (Sekil 25).
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Sekil 25. Artan antioksidan konsantrasyonuna karsi artan tampon konsantrasyonunun
pipetleme prosediirii

2.4.4.4. Antioksidan-DPPHe-Tampon Karisimlarinda pH’ nin Takibi

Antioksidan, DPPHe ile farkli tampon konsantrasyonlarinda etkilesime girince pH’
daki degisikligin takibi yapildi. Bu deneydeki amag ayarladigimiz pH ile deney sartlarinda
ki pH’ da degisiklik meydana gelip gelmedigini incelemektir. 1,5 mM NaHCO3z tampon
cozeltisi hazirland1 ve seyreltik HCI ve seyreltik NaOH ile pH 2, pH 7 ve pH 10 ayarlandi.
BHT, Troloks, C vitamini, gallik asit ve katesin son konsantrasyonlar1 SCso degeri olacak
sekilde hazirlandi. 750 uLL DPPHe ¢ozeltisi, 650 uL tampon ¢ozelti ve 100 pL antioksidan

cozeltisinden pipetlendi ve pipetlemelerden sonra pH metre ile 6l¢iim yapildi.
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2.5. Antioksidanlarin Kararhhgimmin HPLC ile Belirlenmesi

2.5.1. Bes Antioksidan Standardin HPLC Analizi

BHT, Troloks, C vitamini, gallik asit ve katesinin her birinin 10 mM ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan standartlarin son konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde 5°1i karigim
hazirlandi. Bu karistmim HPLC ile ayrilmasi i¢in metot yazildi. Karigim ultra saf su ile 1:1
oraninda seyreltildikten sonra HPLC de yiiriitiildii. Yiriitme yapilan HPLC sartlar1 ise
¢oziicti sisteminde A sisesinde ultra saf su i¢inde %2 asetik asit, B sisesinde %50 asetonitril-
%50 ultra saf su karisimini asitlendirmek i¢in % 0,5 asetik asit, C sisesinde %100 metanol
ve D sisesinde %100 asetonitril olacak sekilde hareketli faz ¢oziiciileri hazirlandi. Bu
cozeltiler ile hareketli faz gradienti igeren bir metod olusturuldu (Tablo 5). 20 pL enjekte
edilen numune 0,7 mL/dk akis hizinda C18 kolondan (Ace 5 250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um
partikiil; UK) gegirildi.

Tablo 5. HPLC i¢in mobil faz ve gradient sartlari

Coziicii Sisesi Kimyasal Karisim

A %2 CH3COOH - H20

B %50 ACN- %50 H20 - %0,5 CH3COOH

C %100 MetOH

D %100 ACN

Zaman (dk) | % A |%B | % C | % D | Akis Hizi (mL/dk) | Maks. Basing (bar)

0 90 10 0 0 0,700 275
6 80 20 0 0 0,700 275
8 50 50 0 0 0,700 275
11 0 20 0 80 0,700 275
20 0 20 0 80 0,700 275
23 90 10 0 0 0,700 275
25 90 10 0 0 0,700 275

2.5.2. Antioksidanlarin Farkh pH’ larda Kararhihginin HPLC ile Belirlenmesi

HPLC ile analizini yaptigimiz antioksidanlarin tezin odak noktasi olan pH’ dan nasil

etkilendigini belirlemek i¢in bu ¢calisma yapildi. 2 mM NaHCOs3 ¢ozeltisi hazirlanarak pH 2,
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pH 7 ve pH 10’ a seyreltik HCl ve seyreltik NaOH c¢ozeltisi ile ayarlandi. Son
konsantrasyonu 2 mM olan karisim 1:1 oraninda metanol ile seyreltilerek 1 mM ¢dzelti
hazirlandi. Hazirlanan 1 mM ¢ozelti 1:1 oraninda farkli pH’ lara ayarlanan tampon ¢ozelti
ile son konsantrasyonu 500 uM olacak sekilde seyreltildi. Hemen sonra HPLC sistemine
enjekte edildi. Her bir yiiriitmeden once 10 dakikalik yikama programi ile enjeksiyon
portuna metanol-su karisimi verilerek yikama yapildi. Farkli pH” lardaki numuneler ile 24
saat bekletildikten sonra tekrar yiiriitme yapildi. HPLC analizinde pH’ nin antioksidanlarin

bozunma siirecini nasil etkiledigi incelendi.

2.6. Yesil Cay ile Farkh pH’ larda Calismalar

2.6.1. Yesil Caydan Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ekstraksiyon islemleri tampon ¢ozeltiler ile yapilacagr icin oncelikle 10 mM NaHCO3
¢ozeltisi hazirland1 ve pH 2 ve pH 10’a seyreltik HC1 ve seyreltik NaOH ¢ozeltileri ile
ayarlandi. pH 7 i¢in ise 10 mM NazHPO4 tampon ¢6zeltisi hazirlandi. 10 g yesil cay 100 mL
tampon ¢ozeltisi ile 400 rpm’de karistirildi. Ekstraksiyon basladiktan sonra 15 dakikada bir
pH metre ile siirekli pH kontrolii yapildi. 2 saat sonra ekstraksiyon tamamlandi. Ekstrakt 15
dakika 6800 rpm’ de santrifiij yapildi. Santrifiij isleminden sonra siizge¢ kagidindan siiziiliip
2 kez 0,45 pum filtreden gecirildi. Bu islemlerden sonra ekstraktlar depolama ve test pH’
larina asagidaki sekildeki gibi ayarlandilar. Ayrica tampon yerine su kullanilarak

ekstraksiyon islemi yapilarak ekstraklar pH 2, pH 7 ve pH 10’ a ayarland (Sekil 26).



pH 2 Ekstrakti

YN
N~

3 mL Ekstrakt
3 mL pH 2 10 mM NaHCO,
6 mL ultra saf su

~_
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pH 7 Ekstrakti

N
N~

3 mL Ekstrakt
3 mL pH 7 10 mM Na,HPO,
6 mL ultra saf su

N~

pH 10 Ekstrakti

R
7

3 mL Ekstrakt
3mL pH 10 10 mM NaHCO4
6 mL ultra saf su

~_

Fkstrakt ve tampon Y oraninda seyreldi. Seyrelme iglemlerinde pH kontrol edildi. % oraninda
seyrelmis numulerden isleme devam edildi.

aw & &
~

4 mL seyrelen ekstrakt
12 mL ultra saf su

N~

> 4V A
~

4 mL seyrelen ekstrakt
12 mL ultra saf su

N~

Y
~

4 mL seyrelen ekstrakt
12 mL ultra saf su

N~

Ekstrakt ve tampon 1/16 oraninda seyreldi. Seyrelme islemlerinde pH kontrol edildi.
Tamponun son konsantrasyonu 1,25 mM,

Sekil 26. Ekstraktlarin seyrelme islemleri
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2.6.2. Yesil Cay Ekstraktlarinin Antioksidan Aktiviteleri

2.6.2.1. DPPHe Giderim Testi

Deney icin oncelikle 100 uM DPPHe ¢6zeltisi hazirlandi. Bu deney g¢alismasinda
ekstraktlar hazirlaninca hemen DPPH radikal giderim testi calisildi, daha sonra ayni
numuneler +4 °C de buzdolabinda 10 giin bekletildikten sonra DPPH radikal giderim testleri
tekrar yapildi. Bekleme siiresinin aktiviteyi nasil etkiledigi incelendi.

Standartlardan BHT’ nin en konsantre hali 500 uM, gallik asitin 10 uM ve Troloksun
en konsantre hali 5 uM olacak sekilde her bir standarttan kalibrasyon grafigi elde etmek
lizere seyreltmeler yapilarak 5 farkli konsantrasyonda calisildi. Ekstraktlarda ise en
konsantre hali pH 2’ den ekstrakte edilip tekrar pH’ lar1 ayarlanan numuneler i¢in 1/800, pH
7’den ekstrakte edilip tekrar pH’ lar1 ayarlanan numuneler i¢in 1/800, pH 10’ dan ekstrakte
edilip tekrar pH’ lar1 ayarlanan numuneler i¢in 1/480, su ile ekstrakte edilip tekrar pH’ lar1
ayarlanan numuneler igin 1/576 oraninda seyreltilmis olacak sekilde her bir numune 5 farkli
konsantrasyonda ¢alisildi. Esit hacimde (750 pL) DPPHe ¢ozeltisi, standart/numune
cozeltileri iizerine eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona
birakildi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu i¢in ii¢ paralel ¢alisildi. Ayrica
numune/standardin  her bir konsantrasyonu i¢in birer numune/standart kori
[numune/standart+DPPHe ¢oziictisii (metanol)] ve her bir numune/standart ¢o6ziiciisi
(metanol) i¢in de reaktif korti (DPPH ¢ozeltisi+numune/standart ¢oziiciisii) paralel galisildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda DPPHe radikalinin maksimum absorbans verdigi 517 nm’de
absorbanslar okundu. Hesaplamalarda ii¢ paralelin ortalamasi alinarak kor degerleri toplami
bu ortalamadan ¢ikarildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige

gecirilerek SCso degerleri belirlendi.

2.6.2.2. Toplam Fenolik Madde Miktari

Bu deneyde oncelikle iki standarttan (gallik asit ve katesin) 500 uM konsantrasyonda
cozeltiler hazirlandi, bu ¢ozeltilerden kalibrasyon grafiklerini elde etmek {izere 1:1 oraninda
seyreltilerek 5 farkli konsantrasyon (1000 — 500 — 250 — 125 — 62,5 uM) kullanildi. Analiz
i¢in, 50 puL’ lik her bir numune/standart ¢ézeltisine sirasiyla; 2,5 mL saf su ve 250 uL 0,2 N

Folin-Ciocaltaeu reaktifi eklendi, vortekslendi, oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyona
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birakildi. Daha sonra, 750 puL %7,5’lik Na,COs eklenerek tekrar vortekslendi ve oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu igin
tic paralel ¢alisildi. Tiim numuneler % oraninda seyretilerek ¢aligildi. Ayrica numune ve
standartin her bir konsantrasyonu igin birer numune/standart korii [numune/standart + Folin-
Ciocaltaeu reaktifi ¢oziiciisii (saf su)] ve reaktif korii [numune/standart ¢oziiciisii (saf
su/metanol) + Folin-Ciocaltaeu reaktifi] ¢alisildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
spektrofotometrede 765 nm’de absorbanslar okundu. Hesaplamalarda ii¢ paralelin
ortalamasi alinarak kor degerleri toplami bu ortalamadan ¢ikarilip, elde edilen verilerle
grafik cizildi. Numunelere ait toplam fenolik madde miktarlar1 bu grafikler kullanilarak

gallik asit esdegeri (GAE) ve katesin esdegeri (KE) olarak hesaplandi.

2.6.2.3. Demir indirgeme / Antioksidan Gii¢ (FRAP)

Deney icin dncelikle FRAP reaktifi hazirlandi. Bu reaktifin hazirlanmasinda A, B ve
C ¢ozeltileri kullanildi. A ¢ozeltisi (pH 3,6 300 mM asetat tamponu): 2,586 mL der. (%99,5)
asetik asit alinip hacim suyla 40 mL’ye tamamlanip tizerine 90 mL metanol ilave edilmistir.
Sonra 0,5 M NaOH (0,100 g/25 mL) ile pH=3,6’ya ayarlanip son olarak hacim 150 mL’ye
su ile tamamlanmistir. B ¢6zeltisi (10 mM 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ)’ nin 40
mM HCl’deki ¢ozeltisi): 0,0468 g TPTZ, 6 mL 100 mM HCI ile ¢oziiliip lizerine 9 mL
metanol ilave edilerek hazirlanmistir. C ¢6zeltisi (20 mM FeCls ¢ozeltisi): 0,0486 g FeCls, 6
mL saf suda ¢oziiliip lizerine 9 mL metanol ilave edilerek hazirlanmistir. FRAP reaktifi A
¢ozeltisi manyetik karistiricida karisirken tizerine B ve C ¢ozeltileri eklenerek hazirlanmistir
(swrastyla 10:1:1 oaraninda). FRAP ¢ozeltisi taze hazirlanmali ve kullanilmaya baslanana
kadar diistik hizda karistirilmaya devam edilmelidir.

Kalibrasyon grafigini elde etmek igin, Troloks ve C vitaminin standartlarindan 3
mg/mL konsantrasyonda ¢6zelti hazirlanip bu ¢ozeltiden seyreltilerek 5 farkli konsantrasyon
(500- 250 — 125 — 62,5 — 31,25 pg/mL) hazirlanmis ve kullanilmistir. Bitki numuneleri ise
ekstraktlar 1/32 oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. Her bir numune ve standart
konsantrasyonu i¢in ii¢ paralel ¢alisilmigtir. Ayrica numuneler ve standartlarin farkli
konsantrasyonlar1 i¢in birer numune/standart korii ve reaktif korii ¢alisilmistir. Numuneler
ve farkli konsantrasyonlardaki standart ve numune/standart korii tliplerine 50 pL
numune/standart ¢oOzeltileri pipetlenmistir. Reaktif koriine de numune/standartlarin

coziiciileri pipetlenmistir. Ardindan numune/standart ve reaktif korlerine tek tek ve 20 saniye
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arayla 1,5 mL FRAP reaktifi pipetlenip vortekslenmistir. Numune/standart korlerine ise 20
saniye arayla 1,5 mL su-metanol (2:3) karisimi pipetlenip vortekslenmistir. Oda sicakliginda
20 dakika bekletilmistir. Sonra ilk pipetlenen tiipten baslayarak 20. dakikasi dolan tiip alinip
absorbans 595 nm’ de spektrofotometrede okunmustur. Absorbans okumak i¢in tiipler arasi
siire 20 saniyeye ayarlanmistir. Hesaplamalarda Troloks’un ii¢ paralelinin ortalamasi
alinarak kor degerleri toplami bu ortalamadan ¢ikarilmis, elde edilen verilerle Microsoft
Excel programinda grafik ¢izilmistir. Bu yontemde, artan absorbans degeri artan antioksidan
giiciinli gostermektedir. FRAP degerleri, numune absorbansinin karsilik geldigi Troloks
konsantrasyonu (uM TEAC, Troloks esdegeri antioksidan kapasite) olarak gosterilmistir.

2.6.2.4. On-line HPLC-FRAP Analizi

Bu ¢alismada Arslan Burnaz ve dig. (2013) tarafindan gelistirilen On-line HPLC-
DAD-UV-FRAP antioksidan aktivite tayin yontemi uygulanmistir [59]. Ekstraktlarin direkt
ve her bir pH’ ya ayarlanmis hali ile ilk giin, 2. giin ve 10. giinde analizleri 280’de ve
hareketli fazin 0,7 mL/dk akis hizinda ortama eklenen FRAP ¢ozeltisiyle (akis hiz1 0,3
mL/dk) reaksiyonu sonrasi 595 nm’de kromatogramlari elde edilerek bilesen bakimindan ve
bu bilesenlerin FRAP aktiviteleri agisindan degerlendirmeleri yapildi. Yiirlitme yapilan
HPLC sartlar1 ise ¢oziicii sisteminde A sisesinde ultra saf su iginde %2 asetik asit, B sisesinde
%50 asetonitril-%50 ultra saf su karisimini asitlendirmek igin % 0,5 asetik asit, C sisesinde
%100 metanol ve D sisesinde %100 asetonitril olacak sekilde hazirlandi (Tablo 6). On-line
HPLC-FRAP analiz semasi1 Sekil 27°de verilmistir.

Tablo 6. On-line HPLC-DAD-FRAP gradient uygulama sartlari

Zaman (dk) | %0 A| % B | % C | % D | Akis Hizi (mL/dk) | Maks. Basing (bar)
0 90 10 0 0 0,700 275
28 50 50 0 0 0,700 275
32 10 90 0 0 0,700 275
35 0 20 0 80 0,700 275
42 0 20 0 80 0,700 275
44 90 10 0 0 0,700 275
45 90 10 0 0 0,700 275
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Sekil 27. On-line HPLC-FRAP sistemi (RP-HPLC-DAD-UV) [59]

2.6.3. Yesil Cay Ekstraktlarinin bCA Enzim inhibisyonu

Calismada kullanilan reaktiflerin/¢zeltilerin - hazirlanmas1 asagidaki  sekilde
yapilmistir:

3 mM p-nitrofenil asetat (substrat): 5 mL aseton i¢inde 135 mg p-nitrofenil asetat
¢oziliip, 245 mL saf suya manyetik karistiricida hizlica karistirilirken yavasga damla damla
ilave edilerek hazirlanmastir.

0.05 M Tris-SO4 Tamponu (pH:7,4): 900 mL saf suda 6,05 g tris(hidroksimetil)-
aminometan ¢oziiliip, ¢6zeltinin pH’s1 7,4’e 1 M H2SO4 kullanilarak ayarlandiktan sonra
toplam hacim 1 L’ye tamamlanmuistir.

bCA enzim ¢ozeltisi (0,1 mg/mL): 10 mL saf suda 1 mg bCA ¢oziilerek hazirlanmistir.

Stok siilfanilamid (0.025 M) ¢ozeltisi: 50 mL asetonitrilde 215 mg siilfanilamid
¢oOziilerek hazirlanmistir.

1 M HSOg4: 40 mL saf suda 2,72 mL %98’lik H>SO4 (d:1,84g/mL) ¢oziiliip toplam
hacim 50 mL’ye tamamlanmistir.

Cozeltiler hazirlandiktan sonra ayarlanan ekstraktlarin %4 oraninda seyrelmis halleri ile

esteraz aktivitesi tayini yapildi ve % inhibisyon degerleri hesaplandi. Her bir numune ve
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standart i¢in iki paralel seklinde; numune/standart + numune/standart korii + kontrol +
kontrol korii calisilmistir. Numune/standart ve numune/standart korii tiiplerine 50 pL
numune/standart; kontrol ve kontrol korii tiiplerine 50 pl. numune/standart ¢oziiclisii
pipetlenmistir. Sonra biitiin tiiplere 750 pL substrat pipetlenip vortekslenmistir. Daha sonra
biitiin tiiplere 550 pL tampon 15 saniye arayla pipetlenip vortekslenmistir. Ardindan
numune/standart ve kontrol tiiplerine 15 saniye arayla 150 pL enzim ¢ozeltisi,
numune/standart korii ve kontrol korii tiiplerine 15 saniye arayla 150 uL saf su pipetlenip
vortekslenmistir (Tablo 7) ve 15. saniyede absorbans 348 nm’de spektrofotometrede
okunmustur. Ayni karisimlarin absorbanslari 20. dakikada tekrar okunmustur.
Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi alinip zamana bagli absorbans farklarindan

faydalanilarak % inhibisyon degerleri hesaplanmistir.

Tablo 7. bCA Inhibisyonu ¢alismasinda kullanilan pipetlemeler

Numune Numune Kérii Kontrol Kontrol Kérii
550 pL tampon | 550 uL tampon 550 pL tampon 550 pL tampon
50 pL inhibitdr | 50 pL inhibitér | 50 pL inhibitdr ¢oziiciisii | 50 pL inhibitdr ¢oziiciisii
150 uL enzim | 150 pL saf su 150 pL enzim 150 pL saf su
750 pL substrat | 750 pL substrat 750 pL substrat 750 pL substrat




3. BULGULAR

3.1. DPPHe Kararhhgina Cesitli Faktorlerin Etkisi

3.1.1. Isik ve Coziiciiniin DPPH*’ nin Kararhhigina Etkisi

Isik ve ¢oziiciiniin DPPHe radikalinin ¢6zeltideki kararliligina etkisinin belirlenmesi
igin ¢ozeltiler 60 dakika boyunca 517 nm’ de absorbans ol¢iilerek takip edildi. 5 paralel

seklinde yapilan calismanin absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak zamana karsi

absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 28).
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Sekil 28. Isikli ve 1s1ksiz ortamda 6 farkli ¢oziiciiniin DPPHe kararliligina etkisi
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3.1.2. Sicaklik ve pH’ min DPPH*’ nin Kararhihgina Etkisi

Sicaklik ve pH’ nin DPPHe’nin kararliligina etkisi ¢alismasinda farkli sicakliklar ve
farkli pH’ larda DPPHe molekiiliiniin bozulmasi spektrofotometrik olarak 517 nm’ de
absorbans ol¢limii yapilarak takip edildi (Sekil 29) ve ayn1 zamanda farkli dalga boylarindaki
degisikligi belirlemek amaciyla ¢ozeltilerin 200 ile 650 nm arasinda spektrumlart alindi

(Sekil 30-38).

120,0 40 °C 120,0 30 °C
100,0 100,0
% 80,0 % 80,0
£ g
§ 60,0 pH2 5 60,0 oH2
o
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zaman (saat) zaman (saat)

Sekil 29. Sicaklik ve pH’ nin DPPHe kararliligina etkisi grafikleri (%Absorbans, baslangigta
oOl¢iilen absorbasin yiizdesi olarak hesaplanmaistir)
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Sekil 30. 40 °C de baslangigtan 8. saate kadar farkli pH sartlarinda DPPHe bozunmasina ait
200 - 650 nm aras1 UV-Vis spektrumlar
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Sekil 31. 30 °C de baslangigtan 8. saate kadar farkli pH sartlarinda DPPHe bozunmasina ait

200 - 650 nm aras1 UV-Vis spektrumlar
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Sekil 32. 20 °C de baslangigtan 8. saate kadar farkli pH sartlarinda DPPHe bozunmasina ait

200 - 650 nm aras1 UV-Vis spektrumlar.

2.000 I T 2.000
pH 2 pH7
— il .
I o 2saat ‘ et
1500 | 1500
o ' ! _ Asaat n o saat
(=
% | 6.saat _g J 6.saat
2 | 8.saat 5 \ 8.saat
1000 [ 2 2 1.000 [~
AN \
N A | ‘ \ |
ot \ A\ ) o\ /\ .
\! n/ \5‘ / 'g\\ \\’; \ /’ \"%
N N S ]
0.000 | | | \
0.00800.0 30(;,0 406.0 506.0 200.0 300.0 400.0 500.0 650.0
2,000 T T 2.000 ! T T
pH 10
SU
——— Ot 0. saat
i ——
*‘ o éssz;z;tt — ) 1.saat -
1.500 h = ’ 1,500 _————— 2saat
2 4t 8 . 4saat
[+
g g 6.saat _e 6.saat
=
o i 8.saat = ) 8.saat aif
@ 1.000 2 1.000
3 e
N
0.500 |~ 0.500 \ .
A ) R\
— I
0.000 I L 0.000 1 1 1
200.0 300.0 400.0 500.0 650.0 200.0 300.0 400.0 500.0 650.0




50

absorbans
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Sekil 33. 10 °C de baslangigtan 8. saate kadar farkli pH sartlarinda DPPHe bozunmasina ait

200 - 650 nm aras1 UV-Vis spektrumlar
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Sekil 34. Farkli pH’ larda sicaklik ile DPPHe’ nin kararliliginin takibi amagl baslangic ve

8. saatte spektrumlar
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Sekil 35. 40 °C’de farkli pH’ larin DPPHe kararliligina etkisini gosteren baglangic ve 8.
saatte spektrumlar.
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Sekil 36. 30 °C’de farkli pH’ larin DPPHe kararliligina etkisini gosteren baslangi¢ ve 8. saatte
spektrumlar
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Sekil 37. 20 °C’de farkli pH’ larin DPPHe kararliligina etkisini gosteren baslangi¢ ve 8. saatte
spektrumlar
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Sekil 38. 10 °C’de farkli pH’ larin DPPHe kararliligina etkisini gosteren baslangi¢ ve 8. saatte
spektrumlar

3.2. Antioksidan - DPPHe Reaksiyonuna Cesitli Faktorlerin Etkisi

3.2.1. Antioksidanlarin Metanoldeki SCso Degerleri

Standart antioksidanlar metanolde en yiiksek son konsantrasyonlart BHT 125 uM, C
vitamini 30 uM, troloks 5 uM, gallik asit 7,5 uM ve katesin 15 uM olacak sekilde hazirlandi.
1:1 oraninda seri seyreltme yapilarak konsantrasyon-absorbans (517 nm) grafiginden (Sekil
39 - 43) SCso degerleri belirlendi. SCso degeri absorbansi yartya diisiiren deger olarak grafik
denklemlerinden elde edildi.
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Sekil 39. BHT’ nin metanoldeki SCso belirleme grafigi
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Sekil 40. C Vitaminin metanoldeki SCso belirleme grafigi
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Sekil 41. Troloks’un metanoldeki SCso belirleme grafigi
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Sekil 42. Gallik asitin metanoldeki SCsp belirleme grafigi
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Sekil 43. Katesinin metanoldeki SCso belirleme grafigi

3.2.2. DPPHe Cozeltisinin Tazeliginin SCso Degerine Etkisi

100 uM DPPHe ¢6zeltisi metanolde hazirlandiktan sonra gallik asit ve Troloksun en
yiiksek son konsantrasyonlar1 7,5 uM olacak sekilde 1:1 seri seyreltme yapilarak 517 nm’de
absorbanslari 6l¢iildii ve SCso degerleri konsantrasyon-absorbans grafiklerinin (Sekil 44 -
45) denkleminden hesaplandi. Ayni ¢alisma hazirlanan DPPHe ¢ozeltisi 4 saat bekletildikten

sonra tekrar yapildi ve SCso degerleri karsilastirildi.
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Sekil 44. Troloks’un taze ve beklemis DPPHe ¢6zeltisi ile SCso belirleme grafigi
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Sekil 45. Gallik asitin taze ve beklemis DPPHe ¢6zeltisi ile SCso belirleme grafigi

3.2.3. Antioksidan-DPPHs Etkilesimine Coziiciilerin Etkisi

DMSO’ nun antioksidan-DPPHe etkilesimini nasil etkiledigini gérmek igin gallik
asitin son konsantrasyonu 32,85 uM olacak sekilde ve 100 uM DPPHe ¢ozeltisi DMSO ve
metanolde hazirlandi. 750 uLL DPPHe ¢ozeltisi, 650 pLL. DMSO ve 100 pL gallik asit deney

tiipline pipetlendi. Spektrofotometreden kiiveti ¢ikarmadan 517 nm’de siirekli absorbans
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olgiildii ve zamana kars1 absorbans grafigi cizildi (Sekil 46). Ayni prosediir gallik asitin son

konsantrasyonu 2,2 uM olacak sekilde kullanilarak metanol ortami ¢alismasinda uygulandi.

0,46 0 0,6
L %100 %100
0,44 MetOH 05 DMSO
2 0,42 » 0.4
g S
2 04 o
2 S 03
2 038 3
< O o
0,2
0,36
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0,32 0
0 20 40 60 0 20 40 60 80 100 120
Zaman (dakika) Zaman (dakika)

Sekil 46. DMSO’ lu ve MeOH’ 1ii ortamda gallik asit-DPPHe etkilesiminin zamana bagh
takibi

Antioksidan DPPHe etkilesimine ¢oziiciiniin etkisi ¢alismasinda 100 uM DPPHe
coOzeltisi, antioksidanlarin son konsantrasyonlar1 daha oOnceden belirlenen SCso
konsantrasyonlar1 olacak sekilde ¢ozeltileri metanolde hazirlandi. Metanoliin etkisinin
belirlendigi ¢alismada DPPHe ve antioksidanlar DMSO’ da hazirlandi. Bu reaksiyona
¢oziiclinilin etkisini gorebilmek i¢in ¢alisilan ¢oziicli konsantrasyonu %43,3, %15, %7, %3
ve %0 olacak sekilde pipetlemeler yapildi. 60. dakikada 517 nm’ de absorbans dlgiildii. %
¢ozilicli konsantrasyonuna karsit % giderim grafigi cizildi (Sekil 47 - 51). % giderim
hesab1; {100 - [(numune absorbansi — numune korii absorbansi)/ kontrol absorbansi]*100}

formiilii ile hesaplandi.

% Giderim =100 — [(An — Ank) / Akk]*100 (4)
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Ayni zamanda ¢oziicliniin en yliksek konsantrasyonda (%43,3) bulundugu ortamda
BHT ile DPPHe etkilesiminin degisimini gostermek amaciyla baslangigta ve 60. dakikada
kaydedilen spektrumlar karsilastirildi (Sekil 52 - 56).
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Sekil 47. BHT’ nin farkli ¢o6ziiciilerde DPPHe giderim testi grafigi
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Sekil 48. C vitamini farkl ¢oziiclilerde DPPHe giderim testi grafigi
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Sekil 49. Troloksun farkli ¢oziictilerde DPPHe giderim testi
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Sekil 50. Gallik asitin farkli ¢oziiciilerde DPPHe giderim testi
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Sekil 51. Katesinin farkli ¢oziiciilerde DPPHe giderim testi
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Sekil 52. %43,3 Aseton igeren ortamda BHT — DPPHe karisiminin baslangigta ve 60.
dakikada spektrumlari
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Sekil 53. %43,3 DMSO igeren ortamda BHT — DPPHe karisiminin baslangigta ve 60.
dakikada spektrumlari
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Sekil 54. %43,3 Etil asetat i¢ceren ortamda BHT — DPPHe karisiminin baslangigta ve 60.
dakikada spektrumlari
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Sekil 55. %43,3 MetOH igeren ortamda BHT — DPPHe karisiminin baslangicta ve 60.
dakikada spektrumlari
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Sekil 56. %43,3 H20 igeren ortamda BHT — DPPHe karisiminin baslangigta ve 60.
dakikada spektrumlari

3.2.4. Antioksidan-DPPHe Etkilesimine Tampon ve pH’ nin Etkisi
3.2.4.1. Antioksidanlarin Su Varh@indaki SCso Degerleri

100 uM DPPHe ¢o6zeltisi metanol ile hazirlandi. 750 uL. DPPHe ¢ozeltisi, 650 pL saf
su ve 100 puL antioksidan ¢ozeltisinin 1:1 oraninda seyrelmis 5 farkli konsantrasyonu
pipetlendi. BHT ve Troloks 15 uM, gallik asit 5 uM, katesin 12,5 uM ve C vitamini 8,33
uM son konsantrasyonu en yiiksek konsantrasyonda olacak sekilde kullanildi. 50 dakika
bekleme sonrast 517 nm’ de absorbans &lciildii. Olgiilen absorbanslar antioksidan

konsantrasyonuna karsi grafige gecirilerek SCso degeri belirleme grafikleri elde edildi (Sekil
57 - 61).
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Sekil 57. BHT” nin su varligindaki SCso belirleme grafigi
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Sekil 58. Troloks’un su varligindaki SCsg belirleme grafigi
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Sekil 59. Gallik asitin su varligindaki SCso belirleme grafigi
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Sekil 60. Katesinin su varligindaki SCso belirleme grafigi
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Sekil 61. C vitamininin su varligindaki SCso belirleme grafigi

3.2.4.2. Antioksidan-DPPH?e Etkilesimine Tampon pH’ simin Etkisi

100 uM DPPHe ¢ozeltisi hazirlandi. 0,2 mM Na2HPO4 tampon ¢ozeltisi hazirland: ve
bu ¢ozelti seyreltik HCI ve seyreltik NaOH ile pH 2, pH 7 ve pH 10’a ayarlandi. Daha sonra
seri dillisyon ile 1:1 oraninda seyreltme yapildi ve her seyreltmede pH-metre ile pH kontrolii
yapildi. Seyrelen konsantrasyondaki tamponlar ile pipetleme 750 nLL DPPHe ¢ozeltisi, 650
pL tampon ve 100 pL numune ¢oziiciisii (MeOH) olacak sekilde pipetleme yapildi.
Bulaniklik ve renk degisimleri tablo seklinde raporlandi (Tablo 8) ve bu isleme bulanikligin
ve renk degisiminin olmadigi konsantrasyon teyit edilene kadar devam edildi. Negatif,

bulaniklik yok anlamina gelmektedir.
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Tablo 8. Tampon konsantrasyonunun bozucu etkisini belirleme 6n ¢alismasinda goriiniim

Tampon
konst. > 2mM 1 mM 0,5mM 0,25 mM 0,125 mM
Tampon | Tiipteki son
pH’s1 kons. > 0,87 mM 0,43 mM 0,215mM | 0,107 mM | 0,053 mM
pH 2 negatif, negatif, negatif, negatif, negatif,
mor mor mor mor mor
oH 7 negatif, negatif, negatif, negatif, negatif,
mor mor mor mor mor
pH 10 negatif, negatif, negatif, negatif, negatif,
kahverengi | kahverengi | kahverengi | kahverengi mor

Son konsantrasyonu 54,34 uM olacak sekilde NapHPO4 tampon ¢ozeltisi, son
konsantrasyonu 50 puM olacak sekilde DPPHe ¢ozeltisi ve son konsantrasyonlari sulu
ortamdaki SCso degerleri olacak sekilde BHT, Troloks, C vitamini, gallik asit ve katesin
cozeltileri hazirlandi. 750 pL DPPHe ¢6zeltisi, 650 puL farkli pH’ daki tampon ¢ozelti ve 100
uL antioksidan ¢ozeltisinden pipetlendi. Baslangigtan itibaren BHT igin 60 dakika, Troloks
ve C vitamini i¢in 20 dakika, gallik asit ve katesin i¢in 30 dakika boyunca zamana kars1 517
nm’de absorbans 6l¢iimleri yapildi ve bu 6l¢timler grafige gecirildi (Sekil 62 - 66).
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Sekil 62. Gallik asitin DPPHe« ile reaksiyonunun farkli pH’ da zamana bagl takibi (kontrol
egrileri antioksidan yerine ¢oziiclisii kullanilarak elde edildi).
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Sekil 63. Troloks’un DPPHe ile reaksiyonunun farkli pH’ da zamana bagl takibi (kontrol

egrileri antioksidan yerine ¢oziiciisii kullanilarak elde edildi).
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Sekil 64. BHT’ nin DPPHes ile reaksiyonunun farkli pH’> da zamana bagh takibi (kontrol

egrileri antioksidan yerine ¢oziiciisii kullanilarak elde edildi).
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Sekil 65. Katesinin DPPHe ile reaksiyonunun farkli pH’ da zamana baglh takibi (kontrol
egrileri antioksidan yerine ¢6ziiciisii kullanilarak elde edildi).
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Sekil 66. C Vitamininin DPPHe ile reaksiyonunun farkli pH” da zamana bagli takibi (kontrol
egrileri antioksidan yerine ¢oziiciisii kullanilarak elde edildi).
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3.2.4.3. Antioksidan-DPPH?e Etkilesimine Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

100 uM DPPHe ¢ozeltisi metanolde hazirlandi. Son konsantrasyonu en yiiksek 41,74
MM olacak sekilde NaHCO3 ¢o6zeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 1:1 oraninda seyretilerek
on bir farkli konsantrasyon hazirlandi. Antioksidan olarak BHT ve Troloks kullanildi.
Tampon konsanstrasyonunun antioksidan-DPPHe etkilesimine etkisi farkli antioksidan
konsantrasyonlarinda farklilik gosterebileceginden bu antioksidanlarin SCsp degerleri ortaya
gelecek sekilde seri seyreltme ile on bir farkli konsantrasyonu hazirlanarak ¢alisildi. Bu
olusturulan yontem pH 2, pH 7 ve pH 10 icin tek tek uygulandi. BHT i¢in pH 10’da
calisilirken BHT en yiiksek son konsantrasyonu 26,7 uM olacak sekilde seyreltme yapildi.
Diger durumlarda antioksidanlarin en yiiksek son konsantrasyonu 66,66 uM olacak sekilde
seyreltme yapilarak calisildi. 750 L DPPHe, 650 pL tampon ve 100 pL antioksidan olacak
sekilde pipetlemeler yapildi. 50 dakika sonra 517 nm de absorbanslar 6lgiilerek absorbans —
antioksidan konsantrasyonu — tampon konsntrasyonu 3 boyutlu grafikleri elde edildi (Sekil
67 - 72).
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Sekil 67. pH 10’ da tampon konsantrasyonu - BHT konsantrasyonu — absorbans grafigi
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Sekil 68. pH 7’ de da tampon konsantrasyonu - BHT konsantrasyonu — absorbans grafigi
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Sekil 69. pH’ 2 de da tampon konsantrasyonu - BHT konsantrasyonu — absorbans grafigi
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Sekil 70. pH 10’ da tampon konsantrasyonu - Troloks konsantrasyonu — absorbans grafigi
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Sekil 71. pH 7’ de tampon konsantrasyonu - Troloks konsantrasyonu — absorbans grafigi
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Sekil 72. pH 2’ de tampon konsantrasyonu - Troloks konsantrasyonu — absorbans grafigi

3.2.4.4. Antioksidan-DPPHe-Tampon Karisimlarinda pH’ nin Takibi

Antioksidan - DPPHe - tampon etkilesimi ortaminda pH’ daki degisikligin takibi
yapildi. Ortama eklenen tamponlarin pH’ s1 ve 6l¢iilen pH tablo 9’deki gibidir.

Tablo 9. Antioksidan — DPPHe karisimlarinda 6lgiilen pH

Tampon pH’s1 - 2.00 | 7.00 | 10.00
Antioksidan Olgiilen pH
BHT 2,80 8,10 10,00
Troloks 2,80 8,00 10,00
C Vitamini 2,80 8,00 9,80
Gallik asit 2,80 8,10 10,04
Katesin 2,70 8,20 10,00
Metanol (kor) 3,00 8,00 10,00
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3.3. Antioksidanlarin Kararhihiginin HPLC ile Belirlenmesi
3.3.1. Bes Antioksidan Standardin HPLC Analizi

BHT, Troloks, C vitamini, gallik asit ve katesinin her birinin son konsantrasyonu 500
uM olacak sekilde 5°1i karisim hazirlandi ve HPLC sartlarinda yiiriitme yapildi ve alikonma
zamanlar1 belirlendi (Sekil 73).

mAU-
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Gallik Asit

200 C Vit.

i Katesin Troloks
100

0; L

25 5 75 10 12.5 15 17.5 20 225

Stire (dk)

Sekil 73. 5°li antioksidan karigtmin HPLC kromatogrami (280 nm)

3.3.2. Antioksidanlarm Farkh pH’ larda Kararhhginin HPLC ile Belirlenmesi

2 mM NaHCO3 ¢ozeltisi pH 2, 7 ve 10’a ayarland1. 5°li standart antioksidan karisimi
farkli pH’ lardaki tamponlarla karisitirildi. Beklemeden ve 24 saat bekletilerek son
konsantrasyonlart 500 uM olacak sekilde HPLC analizleri yapilarak 280 nm’ deki
kromatogramlari elde edildi (Sekil 74 - 76). Kromatogramlardan elde edilen pik alan1 verileri
beklemeyle meydana gelen degisikliklerin tespitinde kullanildi.
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Sekil 74. pH’s1 2 olan ¢ozeltideki 5° li antioksidan karisimin 280 nm de HPLC

kromatogramlari
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Sekil 75. pH’s1 7 olan ¢ozeltideki 5’ li antioksidan karigimin 280 nm de HPLC

kromatogramlari
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Sekil 76. pH’ s1 10 olan ¢ozeltideki 5° li antioksidan karistmin 280 nm de HPLC

kromatogramlari

3.4. Yesil Cay ile Farkh pH’ larda Calismalar
3.4.1. Yesil Cay Ekstraktlarimin Antioksidan Aktiviteleri

3.4.1.1. DPPHe Giderim Testi

Tez caligmalarinin yesil ¢ayla yapilan bu kisminda farkli pH’ larda elde edilen
ekstraktlar hazirlandigi gibi DPPHe giderim testi ile ¢alisildi. Her bir pH’ da elde edilen
ekstrakt pH’ s1 2, 7 ve 10’ a ayarlandiktan sonra DPPHe giderim testi yapildi. Daha sonra
ekstraktlar +4 °C de buzdolabinda 10 giin bekletildikten sonra DPPHe giderim testleri tekrar
yapildi. Boylece dort farkli ekstrakttan hazirlanan 12 karisimda bekleme siirecinde
aktivitenin nasil etkilendigi incelendi. Hesaplamalarda ii¢ paralelin ortalamasi alinarak kor
degerleri toplami1 bu ortalamadan ¢ikarildi. SCso degerlerinin belirlenmesi amaciyla 6l¢iilen

absorbanslar seyrelme oranlarina karsi grafige gecirildi (Sekil 77).
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Sekil 77. Yesil ¢aydan su ve 3 farkli pH’ da tamponlu ortamda elde edilen ekstraktlardan
pH’ lart 2, 7 ve 10’a ayarlanarak hazirlanan karigimlarin seyrelme orani -
absorbans (517 nm) grafikleri (Gostergedeki egrilere ait ilk pH ekstraksiyon,
ikincisi ise inkiibasyon pH’sin1 belirtmektedir).
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3.4.1.2. Toplam Fenolik Madde Miktar1

Tiim numuneler "2 oraninda seyretilerek calisildi. Hesaplamalarda ii¢ paralelin
ortalamasi alinarak kor degerleri toplami bu ortalamadan ¢ikarilip, elde edilen verilerle
degerlendirme yapildi. Toplam fenolik madde miktarlarinin hesaplanmasinda gallik asit ve
katesin standartlar1 ile hazirlanan kalibrasyon grafikleri kullanildi (Sekil 78 - 79).
Ekstraktlarin toplam fenolik miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) ve katesin esdegeri (KE)
olarak ifade edilmistir (Sekil 80 - 81).

0,800 -

| y = 0,0014x
0,700 2= 0,9987

0,600 -
0,500 -

0,400 +

Abs (765 nm)

0,300 -

0,200 -

0,100 -

0,000 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
GA konst. (uM)

Sekil 78. Toplam fenolik madde miktar1 belirlenmesinde kullanilan gallik asit
kalibrasyon grafigi
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Sekil 79. Toplam fenolik madde miktar1 belirlenmesinde kullanilan katesin
kalibrasyon grafigi
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Sekil 80. Yesil ¢ay ekstraktlarinin gallik asit esdegeri (GAE) olarak toplam fenolik madde

miktari
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Sekil 81. Yesil ¢ay ekstraktlarinin katesin esdegeri (KE) olarak toplam fenolik madde

miktan

3.4.1.3. Demir Indirgeme / Antioksidan Gii¢ (FRAP)

Yesil cay numuneleri 1/32 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Her bir numune ve
standart konsantrasyonu i¢in ii¢ paralel calisilmistir. Hesaplamalarda Troloks’ un fi¢
paralelinin ortalamasi alinarak kor degerleri toplami bu ortalamadan ¢ikarilmis, elde edilen
verilerle Microsoft Excel programinda grafik ¢izilmistir. Bu yontemde, artan absorbans
degeri artan antioksidan giiciinii gostermektedir. FRAP degeri, humune absorbansinin

karsilik geldigi uM Troloks esdeger konsantrasyonu (uM TEAC) olarak gosterilmistir.
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Sekil 82. Troloksun FRAP aktivitesi
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Sekil 83. Yesil cay ekstraktlarinin TEAC esdegeri olarak antioksidan giigleri

3.4.1.4. On-line HPLC-FRAP Analizi

Ekstraktlarin dogrudan ve her bir pH’ ya ayarlanmis hallerinin ilk giin, 2. giin ve 10.
giinde on-line HPLC-DAD-FRAP yontemiyle analizleri yapildi. 280 ve 595 nm’de elde
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edilen kromatogramlar bilesen belirlenmesi ve bu bilesenlerin FRAP aktiviteleri agisindan
degerlendirmelerini yapmak amaciyla kullanildi (Sekil 84 -107). HPLC uygulamasinda
hareketli faz akis hiz1 0,7 mL/dk, ortama eklenen FRAP ¢ozeltisinin akis hizi ise 0,3 mL/dk
olacak sekilde c¢alisildi. 595 nm kromatogramlari, kolonda ayirim sonrast FRAP reaktifi
eklenmesi ve reaksiyon sarmalinda gecen siire sonunda ikinci dedektorde (UV) absorbans

Olciilerek elde edildi.
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Sekil 84. pH 2 ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlart (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 85. pH 2 ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karigimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 86. pH 2 ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar1 (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
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Sekil 87. pH 2 ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
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(inaktif), 5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 88. pH 2 ekstraktinin pH 10’a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar: (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 89. pH 2 ekstraktinin pH 10 a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), 5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 90. pH 7 ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar1 (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 91. pH 7 ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 92. pH 7 ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlari (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 93. pH 7 ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karigimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 94. pH 7 ekstraktinin pH 10’a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar1 (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 95. pH 7 ekstraktinin pH 10’a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 96. pH 10 ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar1 (1. gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 97. pH 10 ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karigimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 98. pH 10 ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar1 (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 99. pH 10 ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), 5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 100. pH 10 ekstraktinin pH 10’ a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar1 (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 101. pH 10 ekstraktinin pH 10’ a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlari [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), 5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 102. Su ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC

kromatogramlar1 (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
5:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 103. Su ekstraktinin pH 2’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat]
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Sekil 104. Su ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlar1 (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 105. Su ekstraktinin pH 7’ ye ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karigimi, 6:epikatesin gallat]



101

mAU |

4000 7
3500{
3000%
2500{
2000{

1500+

1000 L
1
7 1 0 -g tin

500
i “t— 2 .giin
1 ~ 0 .giin
0,

.

Sekil 106. Su ekstraktinin pH 10’ a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 280 nm de HPLC
kromatogramlart (1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein,
S:epigallokatesingallat ve epikatesin karisimi, 6:epikatesin gallat)
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Sekil 107. Su ekstraktinin pH 10’ a ayarlanarak (1/4 seyrelme orani) 595 nm de HPLC-
FRAP kromatogramlar1 [1: gallik asit, 2:bilinmiyor, 3:epigallokatesin, 4:kafein
(inaktif), S:epigallokatesingallat ve epikatesin karigimi, 6:epikatesin gallat].
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Yesil ¢ay ekstraktlarindan elde edilen kromatogramlarda tespit edilen major bilesenlere ait
spektrumlar Sekil 108.’de verilmistir.

mAU mAU 7
3 1 ] 2
700 ]
3 600
600 ]
3 500
500 3 ]
400 400 =
300 7 300 -
200 _ 200
100 = 100
0 0
T T T | T T T T | T T T T | T T T T T T T | T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
250 300 350 nm 250 300 350 nm
mAU 3 mAU
] 3 2500 4
2000 3
; 2000 —
1500 ]
1 1500
1000 E 1000
500 500
0 | | | 0
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mAU 3 mAU
3 5 6
2000 600
1750 =
1500 3 500
1250 3 400
1000 300
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3 200
500 =
250 = 100
0 0
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Sekil 108. Yesilcay numunelerindeki major bilesenlerin spektrumlari. 1: gallik asit, 2:
bilinmiyor, 3: epigallokatesin, 4: kafein, 5: epigallokatesingallat ve epikatesin
karigimi, 6: epikatesin gallat
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3.4.2. Yesil Cay Ekstraktlarinin bCA Enzim Inhibisyonu

Cozeltiler hazirlandiktan sonra ayarlanan ekstraktlarin ¥4 oraninda seyrelmis halleri ile
sigir karbonik anhidraz enzimi kullanilarak inhibisyon etkilerinin belirlenmesi amaciyla
esteraz aktivitesi tayini yapildi ve 20. dakikada belirlenen absorbanslardan % inhibisyon
degerleri hesaplandi (Sekil 109). % inhibisyon hesabi; [(numune — kontrol)/ (numune korii

— kontrol)]*100 seklinde yapilmaktadir.

% Inhibisyon = [(An— Ak) / (Ank — Ak )]*100 5)
100

90

80

70 I

% inhibisyon
BN WS U O
O OO OO oo
o -
.
o -
H
H
> I

- R R R R o
AR SIFONIRO NP AR RN SN\ U\ R A R O N
LIS T
) S Q

Sekil 109. Yesilcay ekstraktlarinin karbonik anhidraz enzimi iizerine %inhibisyon degerleri



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. DPPHe Kararhhgina Cesitli Faktorlerin Etkisi

4.1.1. Isik ve Coziiciiniin DPPH*’ nin Kararhhgmna EtKisi

Literatiirde aseton ve metanol ile ¢dziilen DPPHe’nin karanlik ve aydinlik ortamda
kararlilig1 ¢aligilarak karanlik ortamda iki ¢6ziicii arasinda fark bulunamamis ancak aydinlik
ortamda 517 nm deki %absorbans degisiminin iki ¢o6ziiciide oldukga farkli oldugu
bulunmustur [32]. Isigin ve ¢oziiciiniin DPPHe ¢ozeltisine etkisi ¢alismasinda 1s1g1in molekiil
tizerinde bozucu etkisinin az oldugu sonucuna varilmistir. Diger bir ¢alisma konusu olan
¢oziiciiniin ise kararlilik tizerinde etkisi ¢ok fazladir. Yapilan bu tez ¢alismasinda MetOH’
lii ortamda zaman ile absorbansin artis1 gozlendi (Sekil 28). Bunun sebebi olarak metanolli
ortamda DPPHe’ nin yaninda olusan yeni maddelerin absorbansi artirdigi diistiniildii. Sulu
ortamda DPPHe’ 1n daha kararli oldugu goriiliirken, diger ¢6ziiciilerde test siiresi olan 60
dakika i¢inde bozunma gozlendi. Aseton ile yapilan ¢aligmada ise g¢arpici sekilde bir
absorbans azalmasi goriildii, yani ¢ozeltide aseton bulunmasi durumunda 6zellikle 151kt
ortamda DPPHe’nin herhangi bir antioksidan olmadan belli 6l¢iide bozundugu sonucuna
varildi. Bu caligmalarda DPPHe ¢oziiciisii metanol olup, ortama yariya yakin oranda ¢alisilan
¢oOziicii eklenmistir. Dolayisiyla basta %100 metanollii ve aseton-metanol karisimlar: olmak
tizere, farkli ¢oziiciilerin bulunmasi durumlarinda DPPHe giderim testi yapilirken kor ve
kontrol c¢aligmalarin hassasiyetle yapilarak absorbans degisim hesaplamalarinda

kullanilmalidir.

4.1.2. Sicaklik ve pH’ min DPPH*’ nin Kararhhgina Etkisi

Farkli pH’ larda sicaklik degisimi ve 517 nm’de yapilan absorbanslara dayali
deneylerin sonucu incelendiginde (Sekil 29) 40 ve 30 °C de DPPHe nin bozulmasi tiim
pH’larda hizli bir sekilde olmaktayken 20 ve 10 °C’de DPPHe’nin bozulmasi yavas
olmaktadir. pH 2’de yapilan denemeler bozunmanin daha hizli oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Sicaklik ve pH’nin DPPHe kararlilifina etkisini ortaya koymak iizere yapilan
calismalarda, zamana bagli olarak hem farkli pH hem de farkli sicaklik degerlerinde
absorbans degisimi Ol¢iilmiis, spektrumlar alinmis ve 200-650 nm araliginda absorbanslarda
meydana gelen degisiklikler degerlendirilmistir. Zamana bagli  degisimlerin
gozlemlenebilmesi agisindan farkli pH ve farkli sicaklik degerleri ayr1 ayr1 degerlendirilmek
tizere 0, 1, 2, 4, 6 ve 8. saatte elde edilen spektrumlar ¢akistirilmistir (Sekil 30 - 33).
Degerlendirmenin daha kolay yapilabilmesi i¢in ayni zamanda farkli sicakliklarda
baslangicta ve 8. saatte elde edilen spektrumlarin ¢akistirmasi (Sekil 34) ve farkli pH’ larda
baslangigta ve 8. saatte elde edilen spektrumlarin ¢akistirmasi (Sekil 35 - 38) yapilmustir.
Ozellikle 30 ve 40 °C de farkli pH’ larda zamanla degisen spektrumlar degerlendirildiginde
sadece 517 nm’ de yapilan Ol¢liimlerle elde edilen sonuglarin degisimi dogru sekilde
yansitmayacagl anlasilmaktadir. Hatta 4. saatten sonra absorbans artis1 bile
goriilebilmektedir. Dolayisiyla spektrumlarin degerlendirilmesi neticesinde 470 ile 620 nm’
lerdeki absorbanslari arasina bir ¢izgi ¢ekilerek tam 517 nm’ de bu ¢izgi ile spektrumdaki
absorbans arasindaki fark alinarak yeni tiiretilmis absorbans degerleri belirlenmistir (Sekil
110). Bu absorbans degerleri kullanilarak farkli pH’ lardaki ¢aligmalar igin ayri ayri olmak
tizere dort farkli sicaklikta elde edilen %absorbans degisim degerleri grafige gegirilmistir

(Sekil 111 - 114).
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Sekil 110. Baslangicta (a) ve 8. (b) saatte elde edilen spektrumlar kullanilarak 470-620 nm
arasi ¢izgi ¢ekilerek 517 nm’de tiiretilmis absorbans belirleme yontemi
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Sekil 111. pH 2’de farkli sicakliklarda 470 ile 620 nm arasi tiiretilmis
absorbanslar kullanilarak belirlenen bozunmanin % absorbans
degisim grafigi
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Sekil 112. pH 7’de farkli sicakliklarda 470 ile 620 nm arasi tiiretilmis
absorbanslar kullanilarak belirlenen bozunmanm % absorbans
degisim grafigi
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Sekil 113. Sulu ortamda farkli sicakliklarda 470 ile 620 nm arasi tiiretilmis
absorbanslar kullanilarak belirlenen bozunmanin % absorbans

degisim grafigi
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Sekil 114. pH 10’da farkli sicakliklarda 470 ile 620 nm aras1 tiiretilmis
absorbanslar kullanilarak belirlenen bozunmanin % absorbans
degisim grafigi

Cakistirilan %absorbans degisim grafikleri incelendiginde, 20 ile 30 °C arasinda
DPPHe bozunmasi acisindan bir sigramanin oldugu goézlemlenmektedir. Bu sicaklik
araligindaki hizli bozunmaya bagli olarak o bolgede sicaklik hassasiyeti oldugu sonucuna
varmaktayiz. Bagka bir agidan degerlendirirsek, laboratuvarlarda ¢ogu kez ¢alisma ortam
sicaklig1 22 °C ile 27 °C arasinda olmaktadir ve bu nedenle yapilan ¢alismalarin sonuglarinda
onemli farklar gozlenebilecektir. Birbirleriyle kiyas yapilmasi istenen numunelerle

caligilirken ayni ortam sicakliginin saglanmasi 6nem arz etmektedir.
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470 — 620 nm aras1 hesaplama yontemi ile elde edilen veriler kullanilarak zamana bagl
%absorbans degisimleriyle elde edilen egriler farkli pH’ lar i¢in c¢akistirilmis, calisilan
sicakliklar i¢in ayr1 ayr1 gosterilmistir (Sekil 115, 117, 119 ve 121). Farkli pH’ larda elde
edilen verilerle benzer bir g¢akistirma islemi baslangicta ve 8. saatlerde elde edilen
spektrumlarda her 20 nm’ de bir absorbans farklar1 belirlenip grafige gegirilerek tiiretilmis

spektrumlarin elde edilmesi seklinde yapilmistir (Sekil 116, 118, 120 ve 122).
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Sekil 115. 40 °C de 470 ile 620 nm arasi tiiretilmis absorbanslar kullanilarak
belirlenen bozunmanimn farkli pH’lar i¢in % absorbans degisim
grafigi

40C

0,600
0,400

é 0,200
pH 2

0
5 0,000 (- = C . .
a 800 400 500 600 700 pH7

2
8-0,200 o

-0,400 pH 10
-0,600

10800 Dalga boyu (nm)

Sekil 116. 40 °C de baslangigta ve 8. saatteki spektrumlarin farklari alinarak
elde edilen farkli pH’lar icin DPPHe tiiretilmis spektrumlari
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Literatiirdeki yapilan ¢aligmalarda 120 dakika sonunda asetonda ¢6ziilmiis DPPHe’ne
pH’ nin etkisine bakildiginda en az bozulma pH 7 de en ¢ok bozulma pH 10 da gzlemlenmis
ayni ¢alisma metanolde ¢oziilen DPPHe’nin kararliligina bakildiginda en az bozunma pH
10’ da en ¢ok bozunma pH 4’ de gozlemlenmistir [32]. Calismada her bir sicaklik igin
spektrum taramasinda 470 ile 620 nm arasindaki bolgede genis bir sekilde bozunmanin nasil
oldugu takip edildi. 40 °C’de bu bolgedeki degisim incelendiginde pH 2, pH 7 ve pH 10 da
% absorbans degisiminin %90’lar civarinda oldugu gézlenmistir, ancak sulu ortamda ise bu
degisim %50 civarindadir (Sekil 115). Ayni ¢alismanin sadece 517 nm’ deki degisimine
baktigimizda ise pH 2 ve pH 10’da 0,200 birimlik bir absorbans degisimi gézlemlenirken
sulu ortamda bu degisim 0,300 birime ¢ikmis, pH 7°de ise yok denecek kadar az bir degisim

gorilmistir (Sekil 116).
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Sekil 117. 30 °C de 470 ile 620 nm aras tiiretilmis absorbanslar kullanilarak
belirlenen bozunmanin farkli pH’lar ig¢in % absorbans degisim
grafigi
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Sekil 118. 30 °C de baslangigta ve 8. saatteki spektrumlarin farklari alinarak
elde edilen farkli pH’lar icin DPPHe tiiretilmis spektrumlari

30 °C’de 470 — 620 nm bolgesindeki degisim incelendiginde pH 2’de %100 absorbans
degisimi, pH 7 ve sulu ortamda %50 civarinda, pH 10 da %80 absorbans degisimi gézlendi
(Sekil 117). Ayni ¢calismanin sadece 517 nm’deki degisimine baktigimizda ise pH 2’de 0,300
birimlik, pH 7, pH 10 ve sulu ortamda 0,200 birimlik bir absorbans degisimi gozlendi (Sekil
118).
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Sekil 119. 20 °C de 470 ile 620 nm arasi tiiretilmis absorbanslar kullanilarak
belirlenen bozunmanin farkli pH’lar i¢in % absorbans degisim
grafigi
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Sekil 120. 20 °C de baslangicta ve 8. saatteki spektrumlarin farklarr alinarak
elde edilen farkli pH’lar igcin DPPHe tiiretilmis spektrumlari

20 °C’de 470 — 620 nm bolgesindeki degisim incelendiginde pH 2’de %30 absorbans
degisimi, pH 7 ve sulu ortamda %20 civarinda absorbans degisimi gozlendi (Sekil 119). pH
10’da ise absorbans degisimi %10’un altinda kaldi. Ayni ¢alismanin sadece 517 nm’deki
degisimine baktigimizda ise pH 2’de 0,100 birimlik, pH 7, pH 10 ve sulu ortamda ¢ok az bir
absorbans degisimi gozlendi (Sekil 120).
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Sekil 121. 10 °C de 470 ile 620 nm arasi tiiretilmis absorbanslar kullanilarak
belirlenen bozunmanin farkli pH’lar i¢in % absorbans degisim
grafigi
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Sekil 122. 10 °C de baslangigta ve 8. saatteki spektrumlarin farklar1 alinarak elde edilen
farkli pH” lar igin DPPHe tiiretilmis spektrumlari

10 °C’de 470 — 620 nm bdlgesindeki degisim incelendiginde tiim ortam sartlarinda
degisimin %10’un altinda oldugu gézlendi (Sekil 121). Ayni ¢alismanin sadece 517 nm’
deki degisimine baktigimizda ise yine tiim ortam sartlarinda degisim yok denecek kadar az
olarak bulundu (Sekil 122).

470 — 620 nm arasi hesaplama yontemi ile elde edilen sekillerden DPPHe’1n farkli
sicakliklarda ortam pH’s1 agisindan kararlilik siras1 asagidaki gibidir:

40°Cde:su>pH7>pH2=pH10
30°Cde:su>pH7>pH 10>pH 2
20°C de: pH 10 >pH 7>su>pH 2
10 °C de: 6nemli bir fark yok

Baslangigta ve 8. saatte elde edilen spektrumlarda her 20 nm’de bir absorbans farklari
belirlenip grafige gecilerek elde edilen tiiretilmis spektrumlarla olusturulan grafikler
degerlendirildiginde onemli bilgiler ortaya c¢ikmaktadir. Spektrumlarda 510-520 nm
bolgesinde beklemeyle onemli absorbans diisliglerinin goriilmesi yaninda 390-400 nm
bolgesinde ise onemli artiglarin oldugu goriilmektedir. Bu davramig biitiin pH’ larda
gozlemlenmektedir. Ortam sicakliklar1 agisindan bu davranig 40 ve 30 °C’ lerde daha

baskindir. 20 ve 10 °C* lerde yapilan ¢alismalarda degisimde ciddi azalma goriilmektedir.
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Spektrum degisim grafikleri DPPHe testlerinde 517 nm’deki absorbans azalmasinin takip

edilmesinin yaninda 400 nm ve 517 nm’ deki degisimlerin mutlak degerlerinin toplaminin

da kullanilabilecegini gostermektedir.

Elde edilmis tiiretilmis spektrumlar kullanilarak ayn1 zamanda her bir pH’ daki ¢alisma

icin ayr1 ayr1 dort farkli sicaklik verileri ¢akistirilarak sicakliga bagli degisim takip edilmistir

(Sekil 123 - 126).
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Sekil 123. pH 2’de farkli sicakliklarda baslangigta ve 8. saatteki spektrumlarin
farklar1 alinarak elde edilen farkli sicakliklar i¢in DPPHe tiiretilmis

spektrumlari

pH 2’de 517 nm’deki absorbans degisimi incelendigi zaman 30 ile 20 °C arasindaki

sigrama bolgesi dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 124. pH 7°de farkli sicakliklarda baslangigta ve 8. saatteki spektrumlarin
farklar1 alinarak elde edilen farkli sicakliklar i¢in DPPHe tiiretilmis
spektrumlari

pH 7 de ise 30 °C bozunmanin en fazla oldugu sicaklik olarak degerlendirildi.
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Sekil 125. Sulu ortamda farkli sicakliklarda bagslangicta ve 8. saatteki
spektrumlarin farklar1 alinarak elde edilen farkli sicakliklar igin
DPPHe tiiretilmis spektrumlari
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pH 2’deki gibi sulu ortamda ve pH 10’da da 30 ile 20 °C arasindaki sigrama bdolgesi

gozlemlenmektedir.
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Sekil 126. pH 10°’da farkl sicakliklarda baslangicta ve 8. saatteki spektrumlarin
farklar1 alinarak elde edilen farkli sicakliklar i¢in DPPHe tiiretilmis
spektrumlari

Bu grafikler de degerlendirildiginde 390-400 nm ve 510-520 nm bolgelerinde 6nemli
absorbans degisiminin oldugu ve degisimin 40 ve 30 °C’de oldukga belirgin, 20 ve 10 °C’de
daha zayif oldugu sonucu teyit edilmistir. 20 — 30 °C arasinda DPPHe’in bozunmasi
bakimindan 6nemli bir artis gézlemlenmektedir. Bu tiiretilmis spektrum verilerinden 517
nm’deki DPPHe’1n kararliliginin asagidaki sirada oldugu goriilmiistiir.

40°Cde:pH7>pH 10 =su>pH 2
30°Cde:pH7=pH 10 >su>pH?2
20°Cde:pH7=pH 10>su>pH?2
10°Cde:su>pH10>pH 7>pH?2

Yapilan ¢alismalar DPPHe ¢6zeltisinin genel olarak pH 7 ve sulu ortamda daha kararh
oldugunu, pH 2’de ise en fazla bozunmanin oldugunu gostermektedir. 30 ve 40 °C’lerde de
kararlilik olduk¢a azalmaktadir. Bu tespitler hazirlanan DPPHe ¢ozeltilerinin test yapilana
kadar bekletilmeleri yaninda antioksidanlarla aktivite 6l¢timleri sirasinda da ortam sicaklik

ve pH degerlerine dikkat edilmesi gerektigini gostermektedir. Test ortaminda farkli sicaklik,
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pH, 151k, oksijen ve ¢oziicii sartlariyla yapilan DPPH radikal giderim testi 6l¢iim sonuglarinin

karsilagtirilamayacagi anlasilmaktadir.

4.2. Antioksidan - DPPHe Reaksiyonuna Cesitli Faktorlerin Etkisi

4.2.1. Antioksidanlarin Metanoldeki SCso Degerleri

Calismada kullanilan antioksidanlarin DPPHe radikali ile reaksiyonuna ortamda
bulunan  ¢oziicillerin  etkisinin  takibinde = deneyler  antioksidanlarin ~ SCsg
konsantrasyonlarinda gerceklestirilerek %50°nin hem tizerinde hem de altinda giderim
gozlemlenebilmesi saglandi. Bu amagla dncelikli olarak test ¢oziiciisiiniin %100 metanol
oldugu sartlarda her bir standardin degisen konsantrasyonlariyla yapilan calismada
konsantrasyona karsi absorbans grafikleri hazirland1 (Sekil 39 - 43) ve bu grafiklerden
absorbansi yariya diisiiren antioksidan konsantrasyonlarini1 gosteren SCso degerleri belirlendi

(Sekil 127.).

SCs (LM)
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BHT C Vit. Trolox Gallik Asit Katesin

Sekil 127. Antioksidanlarin metanoldeki SCso degerleri

Antioksidanlarin metanoldeki SCso degerleri grafikte de goriildiigi iizere BHT igin

24,25 uM, C vitamini i¢in 48,12 uM, Troloks i¢in 2,65 uM, gallik asit i¢in 6,56 uM ve
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katesin i¢in 11,03 uM olarak bulundu. SCsp degerinin kii¢lik olmasi antioksidan aktivitenin

yiiksek oldugunu gostermektedir.

4.2.2. DPPHe Cozeltisinin Tazeliginin SCso Degerine Etkisi

DPPHe radikali ¢ozeltisinin ilk hazirlandiginda ve 4 saat bekletildikten sonra
antioksidanlarla aktivite belirlemek i¢in kullanilmasi yoluyla antioksidan konsantrasyonu —
absorbans grafikleri hazirlandi (Sekil 44 - 45) ve bu grafiklerden absorbansi yariya diistiren
antioksidan konsantrasyonlarmni gosteren SCso degerleri belirlendi (Sekil 128.). Bu

calismada Troloks ve gallik asit ile ¢alisildu.

SCsp (M) SCsp (UM)

20 8
18 7 6,76
16 14,87 5,61
14 12,78 6
12 S
10 4

8 3

6

4 2

2 1

0 0

trolox gallik asit
mtaze m®beklemis mtaze ®beklemis

Sekil 128. Taze ve beklemis DPPHe ¢ozeltisi ile belirlenen SCso degerleri

Taze ve beklemis DPPHe ¢ozeltisi ile belirlenen SCso degerleri Troloks igin taze
cozelti ile 14,87 uM, beklemis DPPHe ¢ozeltisi ile 12,78 pM; gallik asit icin taze DPPHe
¢ozeltisi ile 6,76 uM, beklemis DPPHe ¢6zeltisi ile 5,61 uM’ dir. DPPHe ¢6zeltisi beklerken
kendi kendine de bozundugu i¢in antioksidanlarla test sirasinda beklemis DPPHe
cozeltisinde daha diisiik konsantrasyonda radikal bulunmaktadir. Bu yilizden SCso degeri
diisiik ¢cikmaktadir. Yani beklemis DPPHe ¢ozeltisi ile yapilan calismada SCsp degerinin
diisiik yani aktivitenin yliksek bulunmasi aslinda DPPHe c¢ozeltisinin bozunmasindan

kaynakl1 yetersiz kaldiginin gostergesidir.



118

4.2.3. Antioksidan-DPPHe Etkilesimine Coziiciilerin Etkisi

Ortamda bulunan ¢oziiciiniin antioksidan — DPPHe reaksiyonuna, dolayisiyla da
%radikal giderim aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla dnce 6n ¢alisma olarak %100
DMSO ve %100 metanollii ortam c¢aligmalar1 yapilarak gallik asit konsantrasyonu -
absorbans grafikleri ¢izildi (Sekil 46.). Bu ¢alismada metanollii ortamda literatiirle uyumlu
olarak reaksiyonun nisbeten daha hizli oldugu ve ilk 5 dakikada %100’e yaklastig1 goriildi
[46]. Ancak DMSO’1u ortamda yapilan ¢alismada reaksiyonun yavas oldugu, hatta 2. saatin
sonunda bile hala reaksiyonun devam ettigi, absorbansin diismeye devam ettigi goriildii.
Daha sonra ¢oziicii etkisini belirlemek amaciyla antioksidanlarin (BHT, Troloks, C vitamini,
gallik asit, katesin) DPPHe radikali ile reaksiyonu iizerine ortamda degisik yiizdelerde
bulunan 5 farkli ¢6ziiciiniin etkisi ¢alisildi. BHT’ nin kullanildig1 ¢alismada % giderim etil
asetat ve asetonda azalirken su, metanol ve DMSO’ da artmaktadir. C vitamini ve Troloks’un
tizerine degisen konsantrasyonlarda ¢oziiciiniin 6nemli miktarda etkisi gozlenmemektedir.
Gallik asitte % giderim metanollii ortamda artarken diger ¢6ziiciilerde degismemektedir.
Katesinde su ve metanolde % giderim artarken diger ¢oziiciilerde azalma gozlemlenmistir.
Bu calisma BHT nin baslangicta ve 60. dakikada 9%43,3 ¢oziicii konsantrasyonunda
spektrumlart alinarak desteklendi (Sekil 52 — 56). Bu deneyde su ve metanolde % giderimin
arttigi ve bunun da yapilarinda bulunan protik gruplardan kaynaklandigi sonucuna

varilmistir.

4.2.4. Antioksidan-DPPHe Etkilesimine Tampon ve pH’ nin Etkisi

Literatiirdeki caligmalara bakildiginda hidrojen iyonu konsantrasyonunun diismesinin
DPPHe ile standart flovanoidler arasindaki reaksiyon hizinin artmasina neden oldugu
sonucuna varilmistir [68, 69]. Baska bir DPPHe’a pH’nin etkisi ¢alismasinda DPPHe
¢Ozeltisini tampon-metanol karisimi ile hazirlayip BHT, propilgallat ve askorbik asitte %
giderim degerleri karsilastirilmistir. Bu karsilastirmanin sonucunda BHT de tamponlu olan
DPPHe ile yapilan testte diisik BHT konsantrasyonunda yiiksek % giderim goriilmiistiir
[68]. Diger bir calismada pH aralig1 2 ile 9 arasinda yapilarak farkli pH’ larin antioksidan
etki lizerine etkisinin az oldugu sonucuna varmiglardir [70]. Bu tez ¢alismasinda antioksidan
— DPPHe reaksiyonu iizerine ortam pH’ s1 ve kullanilan tamponun konsantrasyonunun

etkisini belirlemek amaciyla 6nce sulu ortamdaki SCso degerleri tespit edildi. Daha sonra
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tamponlu c¢alismalarda sabit konsantrasyonda antioksidan kullanilmasi durumunda bu

degerler uygulandi.

4.2.4.1. Antioksidanlarm Su Varhginda SCso Degerleri

Antioksidanlarin ortamda su bulundugu durumda SCso degerlerinin belirlenmesi
amactyla her bir standardin degisen konsantrasyonlariyla yapilan ¢alismada konsantrasyona
kars1 absorbans grafikleri hazirland1 (Sekil 57 — 61) ve bu grafiklerden absorbansi yariya

diigiiren antioksidan konsantrasyonlarini gosteren SCso degerleri belirlendi (Sekil 129.).

SCsy (uM)
14,00

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00 I
0,00

TROLOX GALLIK ASIT  KATESIN C VITAMINI

Sekil 129. Antioksidanlarin ortamda %43,3 su bulunmast durumunda SCsg degerleri

Antioksidanlarin sulu ortamda SCso degerleri grafikteki gibi bulundu: BHT 12,52 uM,
Troloks 9,42 uM, gallik asit 4,13 uM, katesin 5,27 uM, C vitamini 12,25 uM. SCsg degeri
ne kadar kiiclikse antioksidan aktivite o kadar yiiksektir.
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4.2.4.2. Antioksidan-DPPHe Etkilesimine Tampon pH’ sinin Etkisi

Gallik asitin DPPHe ile reaksiyonunda pH’ nin etkisine pH 2, pH 7, sulu ve pH 10’da
bakildiginda, reaksiyonlarin ilk 10 dakika da biiyiik 6l¢iide tamamlandig1 ve absorbansin
diislis sirasinin pH 7, su, pH 2 ve pH 10 oldugu goriildii. DPPHe giderim performans: pH 7
ve sulu ¢alismada benzer sekilde yiiksek ¢ikmistir. Troloks pH 10 hari¢ diger pH’ larda
reaksiyonu ilk dakika icerisinde tamamladi, pH 10’ da ise reaksiyon 5 dakika sonunda
tamamlandi. Troloks pH 2, pH 7 ve suda ayn1 davranisi gostermis olup, pH 10’da absorbans
diisiisii daha azdir. BHT ile yapilan testlerde absorbans yavag diismiis, reaksiyon siiresi 60
dakika ya da daha fazla siirmiistiir. BHT pH 10, pH 7 ve suda 30. dakikada absorbansi yariya
indirdi, pH 2’ de ise lineer bir sekilde reaksiyon ortamina koyuldugu gibi bozulma baslayip
60. dakikaya kadar devam etti. Katesinin DPPHe ile reaksiyonu 30 dakika da tamamlandi ve
katesin BHT ile benzer davranis gosterdi. C vitaminin de DPPHe ile reaksiyonu ¢ok hizli
gerceklesti, Troloks’a benzer davranis gosterdi.

Calismada kullanilan bes antioksidanin farkli pH’ larda DPPHe ile reaksiyonunun
takibinde antioksidan aktivite agisindan pH bazl farkliliklar gézlenmistir. Antioksidanlarin

pH bazl1 aktivite siralamasi asagidaki sekildedir.

Gallik asit su>pH7>pH2>pH 10
Troloks : su>pH7>pH2>pH10
BHT : pH 7 >su>pH 10 >pH 2
Katesin : pH10>pH 7 >su>pH 2
C Vitamini pH2>su>pH7>pH10

Sulu ve pH 7 tamponlu ortamlarda aktivitenin genelde daha yiiksek oldugu
anlasilmaktadir. Ozellikle C vitaminindeki siralama her bir antioksidanin aktivitesinin pH’

dan farkl sekilde etkilenecegini gostermektedir.

4.2.4.3. Antioksidan-DPPH?e Etkilesimine Tampon Konsantrasyonunun Etkisi

BHT ve Troloksun DPPHe ile reaksiyonunda pH 2, pH 7 ve pH 10’da antioksidan ve
tampon konsantrasyonu ile absorbans degisimi incelendi. Bu incelemede BHT i¢in pH 10°da
tampon konsantrasyonu arttikga antioksidan aktivite diismektedir. pH 7’de 1,3 mM
konsantrasyona kadar tampon konsantrasyonundan antioksidan aktivite etkilenmemektedir,

ancak 1,3 mM’ dan yiiksek konsantrasyonlara dogru gidildik¢e aktivite azalmaktadir. pH
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2’de ise tampon konsantrasyonundan aktivite etkilenmemektedir. Troloks i¢in ise pH 10’da
1,3 mM konsantrasyona kadar farklilik géziikmemekte, tampon konsantrasyonu arttik¢a
antioksidan aktivite diismektedir, pH 7’de ise 5,21 mM konsantrasyona kadar tampon
konsantrasyonundan antioksidan aktivite etkilenmemektedir. Ancak 5,21 mM’ dan yiiksek
konsantrasyonlara dogru gidildik¢e aktivite azalmaktadir. pH 2’ de ise tampon
konsantrasyonundan  aktivite etkilenmemektedir. Antioksidan aktiviteyi tampon
konsantrasyonundan bagimsiz olarak diisiindiigiimiizde ise pH 7 ve pH 2 nin aktivite iizerine
etkisi onemli degildir, ancak pH 10’ nun aktiviteyi diistirdiigii goriilmiistiir. Bunun muhtemel
sebebi de DPPHe molekiiliiniin pH 10’da bozunmasidir. Bu degerlendirilmeler yapilirken
asagidaki tablodaki gibi % bagil standart sapma degerleri hesaplandi. Bu amagla farkli
konsantrasyonlarda tampon kullanilmasiyla tiretilen grafiklerden elde edilen SCso degerleri

kullanildi.

Tablo 10. Antioksidan-DPPHe etkilesimi igin farkli tampon
konsantrasyonlarinda elde edilen SCsg degerlerinin %
bagil standart sapmalari

L % Bagil
Antioksidan pH Standart Sapma

2 8,53
BHT 7 13,76
10 62,25
2 3,76
Troloks 7 21,87
10 17,63

Hesaplanan %bagil standart sapmanin biiyiik olmasi, antioksidan aktivitenin tampon
konsantrasyonundan fazla etkilendigini gdstermektedir. Olgiilen SCso degerinin farkli pH’lar
icin tampon konsantrasyonundan etkilenme siralamasinda pH 2 en iyi performansi

gosterirken, pH 10°da en kotii performans goriilmektedir.
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4.2.4.4. Antioksidan-DPPHe-Tampon Karisimlarinda pH’ nin Takibi

Bu c¢alismada reaksiyon ortam pH’smi tampon cozeltiler ile istedigimiz degere
ayarladigimizda test ortamiin pH’ sinin takibi BHT, troloks, gallik asit, ¢ vitamini ve
katesin kullanilarak yapildi (Tablo 9). Bu takip sonucunda pH 2’nin 3’e, pH 7’nin 8’e ¢iktigi

bulundu ve pH 10’nun ise test ortaminda 6nemli 6l¢iide degismedigi goriildii.

4.3. Antioksidanlarin Kararhihigmin HPLC ile Belirlenmesi

4.3.1. Bes Antioksidan Standardin HPLC Analizi

5 standart antioksidanin HPLC analizi yapildi ve alikonma siireleri belirlendi. C
vitamini 4,5. dakikada, gallik asit 6,5. dakikada, katesin 13. dakikada, Troloks 18. dakikada
ve BHT 19,5. Dakikadaki pikler olarak kromatogramda goriildii.

4.3.2. Antioksidanlarin Farkh pH’ larda Kararhih@min HPLC ile Belirlenmesi

Bes standart antioksidanin karisiminin kromatografik analizi yapilip standartlarin
alikonma siireleri belirlendikten sonra farkli pH’ larda bekletme neticesinde herhangi bir
degisimin olup olmadig: arastirildi. Ayni karisim farkli pH’ larda bekletilmeden ve 24 saat
bekletilerek yapilan analizlerin sonucunda C vitamininin tampon ile karistigi an itibari ile
bozuldugu sonucuna varildi. Tamponlu HPLC analizinde C vitamini piki gozlemlenemedi.
Diger antioksidanlar degerlendirilirse, gallik asitin alikonma siiresi ve pik alanina bakarak
yapilan karsilastirmada pH 2’den etkilenmedigi, pH 7’de pik boyutunun arttig1 ve pH 10°da
pik boyutunun azaldig1 gozlemlendi. Katesinin pH 2 ve pH 10’da pik boyutunun azaldigi,
pH 7°de ise arttig1 gozlemlendi. Troloksun pH 2 ve pH 7’de pik boyutunun arttig1 sonucu
bulundu, pH 10°da ise bir degisme gozlemlenmedi. BHT’ nin ise her ii¢ pH daki ¢alismada
pik boyutunun azaldig1 goriildii. Calisma sonuglar bitkilerden elde edilen ekstraktlarin farkl
pH’larda olmast durumunda bilesenlerinin  miktarlarinda  degisiklik  olacagini

gostermektedir.
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4.4. Yesil Cay ile Farkh pH’ larda Calismalar

4.4.1. Yesil Cay Ekstraktlarinin Antioksidan Aktiviteleri

4.4.1.1. DPPHe Giderim Testi

Caylarda yapilan calismalar yiiksek antioksidan aktivitenin daha az asitli ortamda
gozlemledigini gostermektedir [29]. Bitki lizerinde yapilan bir ¢alismada ise alkali pH’ nin
antioksidan aktiviteyi artirdigi bulunmustur [71]. Literatiirdeki diger bir ¢alismada HCI
konsantrasyonunun olumsuz bir etkisi oldugu gosterilmistir. Calismada asidik ortamda
ekstrakte edilen bitkinin DPPHe ve ABTS yontemi ile antioksidan aktivitesine bakilmig ve
¢oziicii i¢indeki HCl konsantrasyonunun daha diisiik aktiviteye sebep oldugu sonucuna
vartlmistir [38]. Diger bir ¢alismada ise n-biitanol ve etil asetat ekstraktlarinin DPPHe
giderim testi sonuglari karsilagtirmali olarak incelenmis, ¢oziicii tipinin giderim performansi
tizerinde Onemli etkisi oldugu bulunmustur [72]. Literatiirdeki diger bir c¢alismada
sicakliktan bagimsiz olarak pH 2 ile 4 araliginda depolamanin kararliliga olumlu etkisi
oldugu gosterilmistir [73]. Literatiirde bir diger calisma pH 4.5' te elde edilen fenolik
ekstrakt, toplam ve bireysel fenollerin daha yiiksek bir oranina ve pH 2.5' te elde edilen
ekstrakttan daha fazla in vitro antioksidan kapasiteye sahip oldugu gosterildi [74].

Tez calismasinda yesil caydan su ve pH’s1 2, 7 ve 10 olan tamponlar kullanilarak
ekstraktlar hazirlanmis, bu ekstraktlar ticer kisima ayrilarak her birinin pH’s1 2, 7 ve 10’a
ayarlanmistir. Daha sonra bu karisimlarin DPPHe giderim testi ilk giin (Sekil 131.) ve 10
giin bekletildikten sonra (Sekil 132) ¢alismistir. Calisma sonuglarinin kiyaslanabilmesi i¢in
de gallik asit, Troloks ve BHT standart antioksidan olarak kullanilmistir (Sekil 130). Boylece
hem c¢aydan farkli pH’larda ekstrakte edilen bilesenlerin aktiviteleri, hem de bu bilesenlerin

farkli bekletme pH’larinda kararliliklari incelenmistir.
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Sekil 130. Standartlarin DPPHe giderim testi ile bulunan SCso (M) degerleri
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Sekil 131. Yesil ¢ay ekstraktlarinin bekletilmeden DPPHe giderim testi ile bulunan SCso
degerleri (seyrelme orani)
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Sekil 132. Yesil cay ekstraktlarmin 10 giin bekletildikten sonra DPPHe giderim testi ile
bulunan SCso degerleri (seyrelme orant)
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Sekil 133. Ekstraktlarin ilk giinden 10. giine DPPHe giderim testi ile %SCso degisimleri
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Farkli pH’ larda elde edilen ekstraktlarin depolama pH’ larina ayarlanip DPPHe
giderim testi yapilmasi sonucunda bekleme ile pH 10 ekstraktinin pH 7’ye ayarlanmasi ile
olusturulan karisimin aktivitesi 10 giin sonunda artmistir. Cok az bir aktivite artis1 da su
ekstraktinin pH 2’ye ayarlanmasi ile elde edilen karisimda gézlenmistir. pH 2 ekstraktinin
pH 2’ye ayarlanmasi ile 10 giin sonunda aktivitede %120 oraninda bir azalma goriildi. pH
7 ekstraktinin da pH 2’ye ayarlanmasi ile aktivitede 10 giin sonunda %100 azalma goriildi.
Sekil incelendiginde varilan sonug¢ hemen hemen biitiin pH’ larda bekletmeyle aktivitenin
azaldig1, dolayisiyla da kompozisyonun degistigidir. Antioksidan aktivitede olusan farktan
dolay1 farkli pH’larda farkli siireler bekletilen numuneler arasinda aktivite kiyaslamasi

yapilamayacaktir.

4.4.1.2. Toplam Fenolik Madde Miktari

Literatiirdeki ¢aligmalara bakildiginda farkli pH’da eksrakte edilen deniz yosununun
toplam fenolik madde miktar1 ¢alismasinin sonuglarinda diisiik pH’ nin fenolik bilesenlerin
oksidasyonunu 6nleyebilecegi sonucuna vartlmistir [75].

Tatl patates unu ile yapilan ¢alismada mide bagirsak pH’sinda yapilan ekstraksiyon
sonucunda toplam fenolik madde igerigi anlamli derecede yiiksek ¢iktigi bulunmustur [24].

Seftali piiresinin depolama sartlarina pH’nin etkisi ¢alismasinda depolama siiresi,
antioksidan aktivite azalmasi tizerinde onemli bir etki gdstermistir, ¢iinkii daha uzun
depolama periyotlar diigiik antioksidan etki ile iligskilendirilmistir [41].

Tez galismasinda yesil ¢aydan su ve pH’ s1 2, 7 ve 10 olan tamponlar kullanilarak
hazirlanan elekstraktlarin pH’ s1 2, 7 ve 10’a ayarlanmig hallerindeki toplam fenolik madde
miktarlart Folin-Ciocalteu testi ile ¢alisilmistir. Fenolik madde miktarinin hesaplanmasinda
gallik asit (Sekil 78.) ve katesin (Sekil 79.) kalibrasyon grafikleri kullanilmis, sonuglar gallik
asit esdegeri (uM GAE, Sekil 80) ve katesin esdegeri (uM KE, Sekil 81) cinsinden
degerlendirilmistir.

Toplam fenolik madde cinsinden antioksidan aktivite degerlendirildiginde pH 10’a
ayarlanan ekstraktlarin GAE (gallik asit esdegeri) ve KE (katesin esdegeri) degerleri diigiik
cikmistir. Hem pH 2 ekstraktlart hem de diger pH’larda elde edilen ekstraktlarin pH 2’ye

ayarlanmis halleri genel olarak yiiksek fenolik madde miktar1 gostermistir
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4.4.1.3. Demir Indirgeme / Antioksidan Gii¢ (FRAP)

Demir indirgeme antioksidan giic deneyleri numunenin potansiyel antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi igin yapildi. Literatiirdeki yesil ¢ayin FRAP c¢alismalari
tarandiginda Troloks esdegeri olarak 1899.19 + 315.79 pmol Trolox/g kuru agirlik
bulunmustur [76]. Bu tez ¢alismasinda ise sonuglar Troloks esdegeri olarak uM cinsinden
hesaplandi (Sekil 82).

Sonuglar degerlendirildiginde toplam fenolik madde testi sonuglariyla paralellik
goriilmustiir, pH 10°na ayarlanan ekstraktlarin aktivitesinin diisiik, en yiiksek aktivitenin ise

pH 2 ekstraklarinda ve pH 2’ye ayarlanmis ekstraktlarda oldugu bulunmustur (Sekil 83).

4.4.1.4. On-line HPLC-FRAP Analizi

Literatiirdeki ¢alismada arastirmacilar yesilgay1 ekstrakte ederken pH’y1 1’den 9’a
kadar HCI ve NaOH ile ayarlayip her bir pH’da ekstrakte etmis ve ekstraksiyona pH’nin
etkisini ¢alismislardir [61]. Sonug olarak katesinleri daha iyi izole etmek i¢in pH 5 den kiigiik
sartlarda caligsmasi gerektigi ifade edilmistir.

Cay polifenollerinin diisiik sicaklik ve asidik kosullarda kararliligint korudugu, pH ne
kadar yiiksekse yani notr pH ve bazik pH ya dogru yiikseldikge ¢ay polifenollerinin o kadar
kararsiz hale geldigi, pH 7 de ve 100 °C’de gegirgenlik, bozulma, renk parametrelerinin
onemli 6l¢iide etkilendigi literatiirdeki ¢calismada bildirilmistir [77].

Epigallokatesingallat ile yapilan bir bagka ¢alismada isleme veya depolama sirasindaki
kayiplar1 tahmin etmek amaglanmig, sonugta pH arttikca bozunmanin da arttigi
gozlemlenmistir [78]. Yesil ¢ay katesinlerinin stabiltesi ¢alismasinda HPLC analizleri ile de
pHnin 7,4 de katesinleri bozdugu ve asidik pH’larda bozulmanin daha az oldugu
gbzlemlenmistir [79].

EGC, EGCG ve ECG'nin saf ¢ay ve katki maddeli ¢caylarda karsilastirilmasi, askorbik
asit iceren tiim katki maddeleri, sitrik ve askorbik asitli EGC hari¢, 6nemli 6l¢lide daha
yiiksek konsantrasyonlara neden olmaz. Tamponlar ve sitrik asit, dnemli 6l¢iide daha yiiksek
EGC, EGCG ve ECG konsantrasyonlarina neden olur. pH 4.8 veya 3.0 olan tiim katki
maddeleri icin flavanol konsantrasyonlari, birbirleri arasinda énemli 6l¢giide farkli degildir.

Bu, mevcut asitten bagimsiz olarak pH'in etkisini gosterir [80].
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Sulu ortam ekstraksiyon etkinligi i¢in pH, ana faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu,
flavanollerin pH'in 5'in altindaki yiiksek stabilitesi ile aciklanabilir. Flavanollerin suya
difiizyonunun pH'dan etkilenmedigi, ancak flavanollerin yapisal degisikliklerinin, azalan pH
ile yavagladig1 varsayilmaktadir. Spiro & Price (1987a) ve Spiro ve dig. (1987) ayrica diisiik
pH'da theaflavin ve thearubigin konsantrasyonlarinin arttigini bulmuslardir. Bu, yapragin
normal olarak erisilemeyen parcalarinin agilmasma yol agan yapisal bir bozulma ile
aciklanmaktadir. Bu durum kesinlikle yesil ¢ay i¢in de gegerlidir [80].

Tez ¢alismasinda yesil ¢ay ekstraktlarinda 6 major bilesik belirlendi. Bu bilesikler:

1 Gallik asit

2 Bilinmiyor

3 Epigallokatesin

4. Kafein

5 Epigallokatesingallat- Epikatesin karigimi
6 Epikatesin gallat

Her bir bilesen igin 0., 2. ve 10. giinde elde edilen kromatogramlardan 280 ve 595 nm
de pik alanlar1 hesaplandi ve pik alani siitun grafikleri 280 nm (bilesen belirleme, Sekil 137.)
ve 595 nm (FRAP aktivitesi belirleme, Sekil 138.) i¢in olusturuldu. Bilesiklerin 280 nm’deki
verileri degerlendirildiginde pH 2 ekstraktt pH 2, pH 7, pH 10’a ayarlanip analiz
yapildiginda pH 2’den pH 10’a dogru gidildik¢e pik alaninda azalma oldugu bulundu. 5 nolu
bilesikte pik alaninda azalma giin gectik¢e daha hizli olmaktadir. pH 7 ekstraktlar: pH 2°den
pH 7 ve pH 10’a ayarladiginda asidik pH’dan bazik pH’ya dogru pik alaninda azalma
goriilmektedir. 4 nolu bilesik hari¢ diger bilesiklerde pH 10’a ayarlandiginda pik alanindaki
azalma fazladir. Su ekstraktlar1 pH ayarlamalarindan ¢ok fazla etkilenmemesine ragmen en
fazla etkilenme pH 10’a ayarlanan bilesiklerdedir. pH 10 da ekstraksiyon sonucunda
belilerlenen major bilesiklerin miktarlar1 ¢ok diisiiktiir. pH 2’ye ayarlandig1 zaman 4 nolu

bilesikte pik alan1 azalmasi ¢ok fazladir.
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Sekil 134. 280 nm de yesil ¢ay ekstraktlarinin pik alanlar
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Sekil 135. 595 nm de yesil ¢ay ekstraktlarinin pik alanlar

On-line  HPLC-FRAP analizleri 595 nm’de sekil 138’de verilen grafikler
incelendiginde pH 2 ekstraktlar1 diger pH’lara ayarlandiginda asidik pH’dan bazik pH’ya
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gidildikce aktivite diigmektedir. pH 2 ye ayarlandiginda 3 ve 5 nolu bilesiklerde 2. giinde
aktivite artip 10. giinde diigsmektedir. pH 7 ekstraktlarinda da ayni islem uygulandiginda
sonuglar benzerdir, ancak pH 10’a ayar yapildiginda aktivite yok denecek kadar
azalmaktadir. Su ve pH 10 ekstraktlarinda da sonuglar benzerdir. Tiim ekstraktlarin pH 2’ye

ayarlandiklar1 sonuglara baktigimiz da 2. glinde bir aktivite artig1 gézlemlendi.

4.4.1.5. Antioksidan Aktivite Korelasyonlar:

Yapilan antioksidan c¢alismalarin sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi i¢in
korelasyon gafikleri ¢izildi (Sekil 139 - 142). Bu korelasyon grafiklerine gore antioksidan

sonugclar arasinda iyi bir iliski oldugu goriildii. Sonuglar birbirlerini desteklemektedirler.

700

TP (uM GAE)
o
8

) R2=0,831
300
°
200
100
0
0 200 400 600 800 1000 1200

FRAP (uM TEAC)

Sekil 136. Yesilcay ekstraktlarinda FRAP ile toplam fenolik madde miktarinin (TP)
korelasyonu
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Sekil 137. Yesilgay ekstraktlarinda FRAP ile pSCso korelasyonu. pSCso degerleri
DPPH- testinde SCso degerlerinin —log’u alinarak elde edilmistir.
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Sekil 138. Yesilgay ekstraktlarinda TP (toplam fenolik madde miktari) ile pSCso
korelasyonu
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Sekil 139. Yesilcay ekstraktlarinda FRAP ile on-line FRAP korelasyonu

On line yontemler ile klasik yontemler arasinda farkliliklar olabilmektedir. Bunun
sebebi de sinerjiden ya da tersi etkilerden kaynaklanmaktadir. Klasik yontemde bilesenler
bir aradayken etkilesim i¢inde olmakta, on-line HPLC-FRAP yonteminde ise ayrilmis olarak
tek tek FRAP reaktifiyle reaksiyona girmektedir.

4.4.2. Yesil Cay Ekstraktlarinin bCA Enzim Inhibisyonu

Ayca Aktas Karagelik’in doktora tezinde bu tez ¢alismasinda da kullanilan organik
ziimriit yesil ¢ayin sigir karbonik anhidraz (bCA) enzimini %71 oraninda inhibe ettigini
bulmustur [5]. Yapilan mevcut ¢alismada ise ekstraksiyon sirasinda ve sonrasinda pH
farkliliklarinin etkisi arastirilmig, yesil ¢aym bCA inhibisyon sonuglart Tablo 10’da
verilmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek inhibisyona pH 10’da ekstraksiyon yapildiktan
sonra pH 2 ile yapilan ayarlama isleminde ulasildi. En diisiik inhibisyon degerleri ise pH 10

ile yapilan ayarlamalarda gbzlendi.
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Tablo 11. Yesilgay ekstraktlarinin karbonik anhidraz enzimi tizerine %inhibisyon degerleri

Numune % Inhibisyon
Siilfanilamid 60
Asatozolamid 54

pH2/pH2 1/4sey 66
pH2/pH7 1/4 sey. 52
pH2/pH10 1/4 sey. 17
pH10/pH2 1/4 sey. 70
pH10/pH7 1/4 sey. 64

pH10/pH10 1/4 sey. 61

pH7/pH2 1/4 sey. 50
pH7/pH7 1/4 sey. 44
pH7/pH10 1/4 sey. 32

su/pH2 1/4 sey. 61

Su/pH7 1/4 sey. 41

su/pH10 1/4 sey. 27

su /su 1/4 sey. 48




5. ONERILER

Son yillarda bitkilerden elde edilen maddeler iizerine yapilan calismalarin ve bu
calismalardan elde edilen verilerin karsilastirilmalari oldukca artmistir. Ancak farkl
calismalarda ekstraksiyon ve biyoaktivite Ol¢iimiinde kullanilan yontemler arasinda pH,
sicaklik, organik c¢oziicii icerigi gibi birgok faktér agisindan farkliliklar vardir. Bu
farkliliklarin bilinmesi degerlendirmenin dogru sekilde yapilmasini saglayacaktir. Bu tez
calismasinin hedeflerinden bir tanesi bitkilerden bilesenlerin ekstraksiyonu iizerine pH’ nin
etkisini incelemek, ekstrakte edilen bilesiklerin bekletme sirasinda ortam pH’ sindan nasil
etkilendiklerini arastirmaktir. Bu amagla yapilan literatiir taramalarinin ortaya koydugu en
yaygin kullanilan antioksidan aktivite 6lglim testleri arastirildi. Bu testlerden DPPHe testinde
tampon uygulamasi olmadigi icin DPPHe testinin tampon ve pH degisimlerine kars1 stabilite
calismalar1 yapildi. Bu ¢aligmalar planlanirken yine literatiir taramasinda ABTS yontemi ile
BHT’ nin etkilesimine pH’ nin, metal iyonu ve su konsantrasyonunun etkisi ¢aligmasi [30],
151810, oksijenin, pH’ nin DPPHe molekiilii izerine etkisi caligmalar1 yapildigi bulundu [32].
Tez calismasinda ekstraksiyon asamasina ge¢cmeden literatiir taramasi ile edindigimiz
bilgiler ile DPPHe molekiilii iizerine 15181n, ¢oziiciiniin, pH’ nin, sicakligin etkisi ¢caligmalari
yapildiktan sonra belirledigimiz 5 standart antioksidan ile DPPHe etkilesimine ¢oziiciiniin,
tampon konsantrasyonunun, tampon pH’sinin, etkisi ¢aligmalar1 yapildi. Bu ¢aligmalardan
sonra farkli pH’ larda yesil cayin ekstraksiyon islemleri yapilarak DPPHe giderim testi,
FRAP testi ve toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi ¢alismalari ile bu ekstraktlarin
BCA enzimi iizerine inhibisyon g¢alismasi yapildi. DPPHe giderim testi tizerinde yapilan
calisma ortam sicakligmin, pH’ nin, tampon konsantrasyonunun ve organik ¢oziicili
seviyesinin test sonuglarini ¢arpici sekilde degistirdigini gostermistir.

Bu ¢alismada ortam sartlar1 sadece DPPHe giderim 6l¢iim yontemi iizerine yapildi.
Ancak bilimsel arastirmalarda kullanilan ¢ok sayida antioksidan yéntem mevcuttur ve bu
yontemlerin bazilarinda ortam tamponlanmakta (FRAP), bazilarinda ise tampon ilavesi
olmadan ol¢iim gerceklestirilmektedir. Ozellikle tampon kullamilmayan testler bu
calismadaki gibi pH ve ¢oziicii etkisi agisindan degerlendirilmelidir. Baz1 antioksidan
testlerin tamponlar1 olsa da ekstraksiyondan gelen pH farkina nasil cevap verecekleri
calistimalidir.  Bu c¢aligmalara ek olarak degisen konsantrasyonda tamponun etkisi

caligmalar1 da yapilmalidir.
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Coziiciiniin etkisi calismas1 daha kapsamli hale getirilmelidir. Reaktiflerin ve numune
bilesenlerinin ¢oziinme probleminden kaynakli ortama eklenen organik c¢oziiciilerin
caligmalara etkisi arastirilmalidir. HPLC uygulamalarinda yaygin kullanilan ¢6ziici
asetonitril oldugu i¢in on-line HPLC-DPPHe uygulamalarini degerlendirme agisindan
asetoniril ¢oziiclisiiniin hem DPPHe molekiiline hem de DPPHe antioksidan etkilesimine
nasil bir etki yaptig1 incelenmelidir. Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar bu konuya kismen
151k tutmaktadir. HPLC ile bilesen ayrilmasinda kullanilan asetonitril, metanol, asetik asit,
tampon gibi bilesenler, 6zellikle de gradient uygulamalar i¢in sonuglart 6nemli 6lgiide
etkileyecektir.

Yaygin kullanilan antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden biri olan demir
indirgeme / antioksidan gii¢c (FRAP) testinde normalde ortam sulu ve tampon icermektedir.
Ancak hem reaktif hazirlama sirasinda hem de polaritesi diisiik bilesiklerin ya da
karigimlarin aktivitesinin Ol¢lilmesinde karsilagilan ¢oziiniirliik problemlerinin {istesinden
gelmek amaciyla BAL (Biyoaktivite Arastirma Laboratuvari) grubu tarafindan yontem
modifiye edilmis ve FRAP ¢dozeltisini hazirlarken 3:2 oraninda metanol:su karigiminin
kullanildigr yontem gelistirilmistir. Ancak FRAP testinde ol¢iilen aktivitenin ortama ilave
edilen metanolden nasil etkilendigi de arastirilmalidir. Bu anlamda grubumuz tarafindan 6n
degerlendirmeler yapilmis, gerekli caligmalar planlanmastir.

Calismada elde edilen sonuglar farkli sicaklik, pH, 151k, oksijen ve ¢oziicii ortamlarinda
yapilan DPPH radikal giderim 6l¢iim sonuglarinin karsilastirilamayacagini gostermektedir.
Dolayisiyla birbirleriyle kiyaslanmak istenen DPPHe giderim testi verileri tamamen ayni
sartlarda yapilmalidir.

Ayrica bu tez ¢alismasinda DPPHe’nin bozunmasi takip edilerek elde edilen sonuglar
DPPH testlerinde 517 nm’ de absorbans Ol¢iimiiniin yaninda 400 nm ve 517 nm’deki
degisimlerin mutlak degerlerinin toplaminin da kullanilabilecegini gostermistir, dolayisiyla
da ortamda antioksidanlar bulunmasi durumunda absorbanslarin nasil degisecegi ayr1 bir
calismada degerlendirilecektir.

Hedefimiz yaygin kullanilan antioksidan testlere ortam sartlarinin ve ¢oziiciilerin
etkilerini arastirip bu testlerin karsilastirilabilmesi i¢in yeni yaklagimlarin gelistirilmesi
calismalarina devam etmektir. Bunlara ek olarak devam eden enzim c¢alismalarimizda
ekstraksiyon verimini artirmak, diisiik miktarlarda yiiksek inhibisyon gdsteren bilesiklerin

izolasyonunu yapmaktir.
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