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Doktora Tezi
OZET

DAMLATMA ILE YENI DPPH VE FRAP ANTIOKSIDAN TAYIN YONTEMLERININ
GELISTIRILMESI VE UYGULANMASI

Zeynep ISKEFIYELI

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2014, 132 Sayfa

Antioksidan 0Ozellige sahip standartlarin aktivite derecelerinin belirlenmesinde ve bitki
ekstraktlarinin antioksidan igeriklerinin tespitinde kullanilan antioksidan aktivite dl¢iim yontemleri
arasinda ortamda radikal icerenlerden DPPH radikal temizleme aktivitesi tayini ve radikal
icermeyenlerden demir (III) indirgeme/ antioksidan giic (FRAP) tayini en yaygin kullanilan
yontemlerdir. Literatiirde ve laboratuarimizda yapilan miinferit caligmalarda bu iki yontemin
kullanildig1 spektrofotometrik ¢aligmalar mevcuttur. Bu iki yontemin yaygin olarak kulanilmasina
karsin her ikisinin olumsuz yonii bir spektrofotometre cihazina ihtiya¢ duyulmasidir. Yapilan
caligmanin amaci bu iki antioksidan testte de spektrofotometre kullanmadan maliyeti daha diisiik ve
uygulanabilirligi daha kolay olan yeni bir metod gelistirmektir. Calismada baz1 antioksidan
standartlar ve bitki ekstraktlari ile hem spektrofotometrik hem de damlatma yontemi uygulanilarak
DPPH ve FRAP testleri yapilmistir. Calismada yeni gelistirilen damlatma yontemi i¢in bir ¢ok
optimizasyon ¢aligmasi (DPPH radikalinin ¢alisma konsantrasyonu, damlatma hacmi, reaksiyonun
gerceklesme ortamu, farkli 6zellikteki ITK’larin reaksiyona etkisi gibi) yapilmus, ayrica her iki
testte standartlarin ve bazi bitki ekstraktlarinin reaksiyon kinetikleri belirlenmistir. Iki yontem
kullanilarak calisilan standart ve bitki ekstraktlarmin DPPH ve FRAP testindeki antioksidan
aktiviteleri uyum gostermistir. Dolayisiyla bu durum spektrofotometre olmadan bu antioksidan
testlerin yapilabilecegini gdstermistir. Spektrofotometre kullanmadan bir ITK tabaka ve iicretsiz
olarak elde edilebilen renk 6l¢iim programi Image J kullanilarak antioksidan test yapilabilmektedir.
Bunlarin yaninda bir bagka yeni gelistirilen yontem olarak yazici yardimiyla piiskiirtme ¢aligsmast
yapilmigtir. Puskiirtme ¢alismasi iki standart ile yapilmis ve diger spektrofotometrik ve damlatma
yontemleriyle karsilagtirilmistir. Gelistirilen damlatarak uygulanan spektrofotometresiz DPPH ve
FRAP antioksidan tayin yontemleri hem saf maddelerin hem de gida ve tibbi bitki oziitleri gibi

karigimlarin aktivitelerinin belirlenmesinde giivenle kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, DPPH, FRAP, Damlatma, ITK, Image J programu,
Piiskiirtme.



PhD. Thesis

SUMMARY

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF NEW DPPH AND FRAP DROPPING
ANTIOXIDANT ASSAYS

Zeynep ISKEFIYELI

Karadeniz Technical University
The Graduate of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2014, 132 Pages

Among the antioxidant activity measurement assays used to determine the antioxidant
capacities of standard antioxidants as well as the antioxidant compositions of plant extracts, DPPH
radical scavenging activity test as radical involving assay and ferric (I11) reducing / antioxidant
power (FRAP) test as non-radical involving assay are the most widely used methods. A lot of
studies in our laboratory and many investigations in the literature contain spectrophotometric
analyses with these two test methods. Although these methods are widely used in antioxidant
research, both have the drawback of the need for a pectrophotometer. The purpose of this work is
to develop a method of application for both antioxidant assays without using a spectrophotometer
and with ease of use. DPPH and FRAP tests were performed for the standard antioxidants and plant
extracts using both spectrophotometric and dropping assays in the study. A number of
optimizations including working DPPH radical concentration, drop volume, reaction medium, and
the effect of ITK plate types were made for the newly developed dropping assay, and the reaction
kinetics of the standards and the extracts were investigated in both DPPH and FRAP methods. The
antioxidant activities measured with DPPH and FRAP methods showed good correlations between
spectrophotometric and dropping assays. The results indicate that these antioxidant methods can
applied without needing a spectrophotometer. Thus, antioxidant tests can be performed by using a
ITK plate and freely available image processing software Image J. In addition, another new method
studied for the first time was investigated by using an ink-jet printer. Ink-jet method was performed
for only DPPH assay with two standard antioxidants and compared with spectrophotometric and
dropping methods. In conclusion, the newly developed DPPH and FRAP antioxidant determination
methods without the use of a spectrophotometer can reliably be used for the determination of the
activities of both pure compounds and mixtures as extracts of medicinal plants.

Key Words: Antioxidant, DPPH, FRAP, Dropping, ITK, Image J Software, Ink-jet.



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Antioksidanlarin siniflandirtlmast.........ccccccveeeiiieiiiic i 6
Flavonoidlerin genel yapist.........cooviiiiiieiienenescse e 10
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formalii ...........ccccooviennnenn. 13
Demir (III)’lin indirgenme reakSiyonu.........c.coviiieiiniiiieiieiseesesesee 14
Image J programinin OSTETZEST . .ccuveirerrerrrierreeeesreesree s e e 17
Isirgan Otu (Urtica diOICA).......cccueieeriiiiiiieecie e 18
Nane (Mentha SPICATA) ........cvververieririsieieie e 19
SariSabIr (AIO VEIA)......ccviiuiiiiiieiiieie sttt 20
Biberiye (RosSmarinusoffiCinaliS) .........cccccvvvieiiniiiiiecc e, 20
Ihlamur (Tilia argentea)........cccovve et 21
Kantaron (Hypericumperforatum)...........ccooveiereninenieiene e 22
Ebegiimeci (Malva SYIVESLIIS) ......coveiiiiiiiiiriieie e 22
Ekinezya (Echinacea angustifolia) ...........cccovriiiiiiininiiee e, 23
Yesil Cay (Camelliasinensis) .........ccvveeeiiiiniiie i 24
Zerdagal (CUrcUmMa [ONGA) ......coviiiiiieiir e 24
Rezene (FOENICUIUM VUIQAKE) .......ccoviiiiiiiecee e 25
Havaciva (AIKanNAtiNnCtOria) ..........ccocurvrieieieiesese e 26

Farkli konsantrasyondaki A standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafiginden SCsp degerinin hesaplanmasi
(SCs0 = 0,0146 MG/ML) ..ot 34

Farkli konsantrasyondaki B standardinin Image J programi ile
oOlgiilen renk degerlerinin grafiginden CSCso degerinin hesaplanmasi

(CSCs0 = 0,013 MQG/ML) ..ottt 35
Farkli konsantrasyondaki C standardinin tlirev formiilii kullanilarak
CSCsp degerinin hesaplanmasi (CSCsp = 0,35 Mg/ML) ...oovvivevveiicieiiene, 36
Standartlar i¢in %1 oraninda artan saydamlik degerlerine gore
hazirlanan ve yazdirilan diagram ............cccoooeiiiiiiiiic e 45

DPPH radikali i¢in %1 oraninda artan saydamlik degerlerine gore
hazirlanan ve yazdirilan diagram ............cccoooeiiiiniiiicn e 45

Farkli konsantrasyondaki BHT standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,07243 Mg/ML).....ccccevvririviinnnnnnn 48

Farkli konsantrasyondaki klorojenik asit standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,0753 mg/mL) ..........cocoee.e. 49

Xl



Sekil 25.

Sekil 26.

Sekil 27.

Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34.

Sekil 35.

Sekil 36.

Sekil 37.

Sekil 38.

Sekil 39.

Sekil 40.

Sekil 41.

Sekil 42.

Sekil 43.

Sekil 44.

Farkl1 konsantrasyondaki ferulik asit standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,0690 M@/mL).......ccoccevvrvrivrvnnnnnnn

Farkli konsantrasyondaki gallik asit standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,0141 mg@/mL)......cccooceveririvninennnn

Farkli konsantrasyondaki kafeik asit standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0372 Mg/ML)....cccccovviiiiiiniinnne

Farkli konsantrasyondaki katesin standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,0329 mg/mL)......cccccevivviininnnene

Farkli konsantrasyondaki kuersetin standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,0453 mg/ML).....cccovvviiiiiniinnnne

Farkli konsantrasyondaki protokatekuik asit standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0476 mg/mL) .......cceevne.

Farkli konsantrasyondaki rutin standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0885 mg/mL).......ccccevviviiiiinnnnne

Farkl1 konsantrasyondaki siringik asit standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,0334 mg/mML).....ccccovviiiirininnnnne

Farkli konsantrasyondaki BHT standardinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,13 Mg/ML) ....ooovvvviiiiiiiiinnnene

Tirev yontemi kullanilarak BHT standardinin CSCsg degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,165 MG/ML) ...coovviviiiiiiiiiiiicieeeeee e

3000 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka tlizerine damlatilan BHT standardinin goriintiisti ...............coc.....

Farkli konsantrasyondaki klorojenik asit standardinin Image J
programi ile Olglilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,089
MNG/IMNIL) ¢t bbbt bbbt

Tiirev yontemi kullanilarak klorojenik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,090 Mg/ML) ...coovvvvvviiviirinenene,

1000 puM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraminda seyreltilerek
ITK tabaka tlizerine damlatilan klorojenik asit standardinin goriintiisii .........

Farkli konsantrasyondaki ferulik asit standardinin Image J programi
ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,112 mg/mL) .......cocvvvrennen.

Tiirev yontemi kullanilarak ferulik asit standardinin CSCso degerinin
hesaplandig1 grafik (CSCsp = 0,155 MQG/ML) ...ccoovveiviiiiieiiee e

2000 pM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraminda seyreltilerek
ITK tabaka lizerine damlatilan ferulik asit standardinin goriintiisii ...............

Farkli konsantrasyondaki gallik asit standardinin Image J programi
ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,028 mg/mL) .......cccoevvuennee.

Tiirev yontemi kullanilarak gallik asit standardinin CSCsg degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,042 MG/ML) ...coovieiieiiiieieee e

500 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraminda seyreltilerek
ITK tabaka lizerine damlatilan gallik asit standardinin goriintiisii.................

Xl



Sekil 45.

Sekil 46.

Sekil 47.

Sekil 48.

Sekil 49.

Sekil 50.

Sekil 51.

Sekil 52.

Sekil 53.

Sekil 54.

Sekil 55.

Sekil 56.

Sekil 57.

Sekil 58.

Sekil 59.

Sekil 60.

Sekil 61.

Sekil 62.

Sekil 63.

Farkli konsantrasyondaki kafeik asit standardinin Image J programi
ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,048 mg/mL) .......ccovvvereneen

Tiirev yontemi kullanilarak kafeik asit standardinin CSCsp degerinin
hesaplandigi (CSCsp = 0,065 MQ/ML) .....oiviiiiiiiiiiieieee e

750 pM konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraminda seyreltilerek
ITK tabaka tlizerine damlatilan kafeik asit standardinin goriintiisii................

Farkli konsantrasyondaki katesin standardinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,070 mg/mL) ......ccccevvrvvrirnnnnne

Tirev yontemi kullanilarak katesin standardinin CSCsp degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,075 MG/ML) ...cooviiiiiiiiiiiiiiiceeee e

1000 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka tlizerine damlatilan katesin standardinin goriintiisii.....................

Farkli konsantrasyondaki kuersetin standardinin Image J programi ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,092 mg/mL) ......ccccevvririirnnnnne

Tirev yontemi kullanilarak kuersetin standardinin CSCsy degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,110 MG/ML) ...coovviiiiiiiiiiiiieeeeee e

1000 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka tlizerine damlatilan kuersetin standardinin goriintiisii..................

Farkli konsantrasyondaki protokatekuik asit standardinin Image J
programi ile Olglilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,051
MNG/IMIL) ¢t bbbttt bbbt

Tiirev yontemi kullanilarak protokatekuik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,072 Mg/ML) ...covvvivvvveiriieiienenn,

1000 uM konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan protokatekuik asit standardinin
GOTUNTUSUL ...t

Farkli konsantrasyondaki rutin standardinin Image J programi ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,135 Mg/mML) ....ccovvvvririinnnnene

Tirev yontemi kullanilarak rutin standardinin CSCsp degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,160 Mg/ML) ...ooviiiiiiiiiiincieseecee

1000 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka {izerine damlatilan rutin standardinin goriintiisii.........................

Farkl1 konsantrasyondaki siringik asit standardinin Image J programi
ile dl¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,054 mg/mL) .......cccoeveunnnen

Tiirev yontemi kullanilarak siringik asit standardinin CSCsy degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,060 Mg/ML) ...ocviiiiiiiiiiiieieseceen

500 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan siringik asit standardinin goriintiisii..............

Farkli konsantrasyondaki kantaron ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 1,1960 mg/mL).......ccccevvviriririnnnnne

X1



Sekil 64.

Sekil 65.

Sekil 66.

Sekil 67.

Sekil 68.

Sekil 69.

Sekil 70.

Sekil 71.

Sekil 72.

Sekil 73.

Sekil 74.

Sekil 75.

Sekil 76.

Sekil 77.

Sekil 78.

Sekil 79.

Sekil 80.

Sekil 81.

Sekil 82.

Farkli konsantrasyondaki nane ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,2399 Mg@/mML)......cccoocevvrivnivnvnennns

Farkli konsantrasyondaki sarisabir (Aloe vera) ekstraktinin 517
nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 1,9901 mg/mL).........

Farkli konsantrasyondaki yesil ¢ay ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,052 M@/ML).....cccceiviiiiininiiniinene

Farkl1 konsantrasyondaki biberiye ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,221 Mg/ML)....ccccviviiiiiiiiiiiienene

Farkli konsantrasyondaki zerdecal ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,130 M@/ML).....ccccerviniiiiiiiniinnene

Farkli konsantrasyondaki yesil cay (EtAc) ekstraktinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,480 mg/mL) .......cccereeneee

Farkli konsantrasyondaki havaciva ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,087 M@/ML)......cccovviriininiiiinnene

Farkli konsantrasyondaki ihlamur ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,08 Mg/ML).......ccccevviviiiiiiniinnnne

Farkli konsantrasyondaki kantaron ekstraktinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp =1 Mg/ML) ...coovviiiiiiiiiiiiieene

Tirev yontemi kullanilarak kantaron ekstraktinin CSCsp degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 1,20 MQ/ML) .cvoviiiiiiiiiiiieiee e

23,2 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka {izerine damlatilan ist kisimda da kor
damlatmasi yapilan kantaron ekstraktinin gorintiisti.........cccovvveevivieniiiennnnen.

Farkli konsantrasyondaki nane ekstraktinin Image J programi ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,15 Mg/mML) ...ccoovvvririininnnnnnn

Tiirev yontemi kullanilarak nane ekstraktinin CSCsp degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,225 MG/ML) ...cooviiiiiiiiiieieee e

8 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kér damlatmasi yapilan
nane ekstraktinin gOrintlisll ..........cooveviiiiiiiiiii

Farkli konsantrasyondaki sar1 sabir (aloe vera) ekstraktinin Image J
programi ile 6lgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 1,5 mg/mL) ...........

Tirev yontemi kullanilarak sarisabir (aloe vera) ekstraktinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 2,00 Mg/ML) ......cccoovviiniinininnnnnne

32,16 mg/mL konsantrasyonda bagslayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka {izerine damlatilan ist kisimda da kor
damlatmasi yapilan sarisabir (aloe vera) ekstraktinin goriintiisi...................

Farkli konsantrasyondaki yesil ¢ay ekstraktinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,033mMg/ML) ..ccoovvvvvvivniiiiennnnn

Tiirev yontemi kullanilarak yesil ¢ay ekstraktinin CSCsy degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,035 MG/ML) ...coovieiviiiiieieee e

XV



Sekil 83.

Sekil 84.

Sekil 85.

Sekil 86.

Sekil 87.

Sekil 88.

Sekil 89.

Sekil 90.

Sekil 91.

Sekil 92.

Sekil 93.

Sekil 94.

Sekil 95.

Sekil 96.

Sekil 97.

Sekil 98.

Sekil 99.

2,25 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oramnda
seyreltilerek ITK tabaka {iizerine damlatilan st kisimda da kor
damlatmas1 yapilan yesil ¢ay ekstraktinin gorintisti.........ccoevveriuiererivenninns

Farkli konsantrasyondaki biberiye ekstraktinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,13mMg/mL) .....cooevvrvrvivinnnnnn

Tiirev yontemi kullanilarak biberiye ekstraktinin CSCsy degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,210 MG/ML) ..cvvvieiieieiieieee e

7,6 mg/mL konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kor damlatmasi yapilan
biberiye ekstraktinin gorintlisii...........ccocviriiiniiiiiiici s

Farkli konsantrasyondaki zerdecal ekstraktinin Image J programi ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,08mg/mL) ......ccovvvriririinnnnene

Tiirev yontemi kullanilarak zerdegal ekstraktinin CSCsy degerinin
hesaplandig grafik (CSCsp = 0,130 MG/ML) ...coovviiiiiiiiiiiiiineeeeee

4,75 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraminda
seyreltilerek ITK tabaka {izerine damlatilan ist kisimda da kor
damlatmasi yapilan zerdegal ekstraktinin gorintiisii ........cccvevververververnennn

Farkli konsantrasyondaki thlamur ekstraktinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,06 Mg/ML) ....ccocevirvriiinnnnnnn

Tiirev yontemi kullanilarak ithlamur ekstraktinin CSCsy degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,070 MG/ML......c.cccevvevriieiiee e

2,813 mg/mL konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kor
damlatmasi yapilan thlamur ekstraktinin gorintlisti .........cccocvvviviiiiiiiiinnne

Farkli konsantrasyondaki havaciva ekstraktinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,1 Mg/ML) ..cocvvviiviiiiiiniinene

Tirev yontemi kullanilarak havaciva ekstraktinin CSCsp degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,120 MQ/ML) ...ooviiiiiiiiiieee e

5 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kér damlatmasi yapilan
havaciva ekstraktinin gOTintliSti........coovviiveeriiiiere e

Farkli konsantrasyondaki yesil ¢ay (EtAc) ekstraktinin Image J
programi ile dl¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,45 mg/mL) .........

Tiirev yontemi kullanilarak yesil cay (EtAc) ekstraktinin CSCsg
degerinin hesaplandigi (CSCsp = 0,40 MQ/ML)...ccovveiiiieiiieniese e

9 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kor damlatmas1 yapilan
yesil cay (EtAc) ekstraktinin gOrintlisii.........cccoeereeiiiriiiiiiesie e

DPPH testinde c¢alisilan standartlarin ve bitki ekstraktlarinin her iki
yonteme gore (spektrofotometrik ve damlatma) antioksidan
aktivitelerinin karsilastirildign grafik..........cccooooiiiiii

XV



Sekil 100.

Sekil 101.

Sekil 102.

Sekil 103.

Sekil 104.

Sekil 105.

Sekil 106.

Sekil 107.

Sekil 108.

Sekil 109.

Sekil 110.

Sekil 111.

Sekil 112.

Sekil 113.

Sekil 114.

Sekil 115.

Sekil 116.

Sekil 117.

Sekil 118.

DPPH testinde c¢alisilan standartlarin ve bitki ekstraktlarinin
spektrofotometrik ve damlatma yontemleri arasindaki korelasyon
EEATIZT oo

Standartlarin DPPH radikal temizleme testindeki zamana bagl
absorbans degisimi grafikleri .........ccovvererieniesiisie e

Standartlarin hepsinin bir arada oldugu DPPH radikal temizleme
testindeki zamana bagli reaksiyon kinetigi grafigi.........cccooeriiiiiiniiiiennns

Yesil cay ekstraktinin DPPH testinde ki zamana bagli reaksiyon
KINEtIZT GLafiZ1..oviveeiiiiiie e

Zerdegal ekstraktinin DPPH testinde ki zamana bagli reaksiyon
KINEtIZT GLAfiGl..eveveieiiiieiiiieie e

Sarisabir ekstraktinin DPPH testinde ki zamana bagli reaksiyon
KINEtIZT GLafiZ1..ovoveeieiiie e

DPPH radikalinin calisma konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in
Troloks standardi icin elde edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi ...........

DPPH radikalinin ¢alisma konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in gallik
asit standardi icin elde edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi ..................

Damla hacminin belirlenmesi ic¢in farkli konsantrasyonlardaki
Troloks standardi ile yapilan ¢aligmanin grafigi........ccccccoviviiiiiiiiciienne

Damlatma hacminin (damla hacminin) belirlenmesinde olusan

ITK iizerinde ki spotlarm orta kisimlarmin renk degerlerinin
belirlenmesi sonucu elde edilen grafik...........ccocoiiiiiiinnne,

ITK iizerinde ki spotlarin rastgele kisimlarmin renk degerlerinin
belirlenmesi sonucu elde edilen grafik...........ccocooiiiiiiiinene,

Siringaldehit standardi ile reaksiyonun gerg¢eklesme ortaminin
belirlenmesi icin tliplerde bekletilerek yapilan calisma sonucunda
elde edilen grafik.........ccooiiiii i

Siringaldehit standardi ile reaksiyonun gergeklesme ortaminin
belirlenmesi i¢in ITK tabaka iizerinde bekletilerek yapilan calisma
sonucunda elde edilen grafik...........ccoceoeiiiinenii

ITK silika gel 60 ile reaksiyonun tiipte gerceklestigi zaman elde
edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi.........cccooovriiiniieiiinnienii e

ITK silika gel 60 Fas4 ile reaksiyonun tiipte gerceklestigi zaman elde
edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi.........cccooovriiiniiiiiinninnii e

ITK silika gel 60 ile reaksiyonun ITK tabaka iizerinde gergeklestigi
zaman elde edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi.........c.ccocevvenirienennnnnnn

ITK silika gel 60 Fus, ile reaksiyonun ITK tabaka iizerinde
gerceklestigi zaman elde edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi...............

Troloks’un farkli konsantrasyonlarina karst FRAP analizi i¢in 595
nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi .........ccccooviiiiiiiiiicie

XVI



Sekil 119.

Sekil 120.

Sekil 121.

Sekil 122.

Sekil 123.

Sekil 124.

Sekil 125.

Sekil 126.

Sekil 127.

Sekil 128.

Sekil 129.

Sekil 130.

Sekil 131.

Sekil 132.
Sekil 133.

Sekil 134.

Sekil 135.

Sekil 136.

Sekil 137.

400 uM konsantrasyonda ki standartlarin spektrofotometrik yonlemle
595 nm’de demir (III) indirgeme/antioksidan giiglerinin pM TEAC
cinsinden Karstlagtirtimast .........cooiveiiiiiiiiiiesee e 95

1 mg/mL konsantrasyonundaki bitki ekstraktlarinin spektrofotometrik
yonlemle 595 nm’de demir (III) indirgeme/antioksidan gii¢lerinin uM

TEAC cinsinden karsilastirtlmast.........cccooveeiiien e 95
Standartlarin FRAP radikal temizleme testindeki zamana bagh
absorbans degisimi grafikleri .........ccooviviiiiiiiiii 96
Yavas bozunan FRAP reaktifinin zamana gore absorbans degisimi
GEATIZT 1o re e 99
Yavas bozunan FRAP reaktifi ile calisilan yesil cay ekstraktinin
FRAP testindeki reaksiyon Kinetigi........cccooeriiiiiiiieiiniiiiiiicseeccseen 99
Yavas bozunan FRAP reaktifi ile calisilan zerdegal ekstraktinin
FRAP testindeki reaksiyon Kinetigi.........ccoceviiviiiiiiiiiiiiiiiiiseccscsee 99
Yavas bozunan FRAP reaktifi ile calisilan sarisabir ekstraktinin
FRAP testindeki reaksiyon Kinetigi.........ccocvvveiiiiiiiiiiiniiiiiccecee 100
Cabuk bozunan FRAP reaktifinin zamana goére absorbans degisimi
GEATIZT 1ot 100
Cabuk bozunan FRAP reaktifi ile ¢alisilan yesil cay ekstraktinin
FRAP testinde ki reaksiyon KinetiSi........ccccovvveiiiiiiiniiiniiiiciiccsecsee 101
Cabuk bozunan FRAP reaktifi ile calisilan sarisabir ekstraktinin
FRAP testinde ki reaksiyon KinetiSi.........cccvvveriiiiiiiiiiniiniciccecee 101
1000-500-250-125-62,5 uM konsantrasyonlarinda standart Troloks
grafiginin elde edildi @OTUNtl.......cccvvvviiiiiiiic 102

Troloks’un farkli konsantrasyon degerlerine karsi Olciilen renk
degerlers Grafifi.....ccooiiiiiiiiiiei 102

400 uM konsantrasyonunda ki standartlarin damlatma yontemi ile
demir (III) indirgeme/antioksidan giiclerinin uM CTEAC cinsinden
Karslagtirlmast .....oouveeiieieiiiie e 103

Her biri 400 pM konsantrasyonda ¢aligilan standartlar gallik asit............... 104

1 mg/mL Kkonsantrasyonunda ki bitki ekstraktlarinin damlatma
yontemi ile demir (IIT) indirgeme/antioksidan gii¢lerinin uM CTEAC
cinsinden Karsilastirtlmast ........c.eoovveiiiiiiiiiie e 105

Her biri 1 mg/mL konsantrasyonunda ¢aligilan bitki ekstraktlari................ 105

FRAP testinde standartlara uygulanan spektrofotometrik ve
damlatma yOntemi arasindaki korelasyon grafigi ...........cccooeviiiiiicniiinn. 106

FRAP testinde standartlara uygulanan spektrofotometrik ve
damlatma ydntemi sonuglarinin ¢izgi grafigi ile gosterimi..........coccevenenne. 107

FRAP testinde bitki ekstraktlarina uygulanan spektrofotometrik ve
damlatma yOntemi arasindaki korelasyon grafigi ...........cccooeviiiiiicniiinn. 108

XVII



Sekil 138.

Sekil 139.

Sekil 140.

Sekil 141.

Sekil 142.

Sekil 143.

FRAP testinde bitki ekstraktlarina uygulanan spektrofotometrik ve

damlatma yontemi sonuclarinin ¢izgi grafigi ile gésterimi............ceeueeee

Farkli  konsantrasyondaki  protokatekuik asit ve  Troloks

standartlarinin 517 nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi ............

Farkli  konsantrasyondaki  protokatekuik asit ve  Troloks
standartlarinin damlatma yontemine gore renk degeri/konsantrasyon

EEATIZT 1o

Farkli  konsantrasyondaki  protokatekuik asit ve  Troloks
standartlarinin % saydamlik ayarlarina gore plskiirtiilerek Olgiilen

renk degerlerinin grafifi.......cccccvviiiiiiiiiiiiii

Troloks standardinin % saydamlik ayarlarina gore piiskiirtme sonucu

OlUSAN GOTUNTU ....eeviiriviiiii s

Troloks standardinin % saydamlik ayarlarina gére pliskiirtme sonucu

OlUSAN GOTUNTU ..o

XVIII



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Baz1 Fenolik Asitlerin Yapisal Siiflandirtlmast .........ccoooveviiiiiiiiiiiciice, 8
Calismada Kullanilan Cihazlar ve Markalari .........c.ccoocceeviieeiiieniiieciiie e, 27
Kimyasallar ve Satin Alindiklart Firmalar............cccooooniii 28
Kullanilan Baz1 Cozeltiler ve Bu Cozeltilerin Hazirlanist .........ccccvevivieeneen. 28
Calismada Kullanilan Standartlarin Molekiil Sekilleri ve Agirliklari............ 29

XIX



SEMBOLLER DiZiNi

. 1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali

: Demir (111) indirgeme / antioksidan kapasite

: 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-s-triazine

: Troloks esdeger Antioksidan Kapasite (Spektrofotometrik)
: Troloks esdeger Antioksidan Kapasite (Damlatma)

: Ince Tabaka Kromatografisi

: Radikali % 50 temizleyen numune konsantrasyonu (Damlatma)
: Radikali % 50 temizleyen numune konsantrasyonu (Spektrofotometrik)
. Ultraviyole

- Ultraviyole-goriiniir bolge spektroskopisi

: Korelasyon katsayisi

: Mikro

. Litre

: Mililitre

: Mikrolitre

: Gram

: Molar

- Milimolar

: Mikromolar

: Santigrat derece

: Dakika

- Yiizde

. Radikal

XX



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Aerobik solunumun temel geregi olan oksijen, oksidasyon sirasinda hiicreye biiyiik
zararlar verebilir. Viicuda giren oksijen, oksidatif fosforilasyon ile bir yandan enerji
tiretirken diger yandan da serbest radikal kaynagi olan reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
olusturabilmekte ve bu tiirler toksik etki gosterebilmektedir (Mandal, 2009). Serbest
radikaller, dis yoriingesinde ortaklanmamis (eslesmemis) elektron tasiyan organik ve
inorganik molekiillerle reaksiyona girebilme yetenegine sahip, yliksek oranda reaktif
Ozellik gosteren ve kisa omiirlii bilesiklerdir (Lushchak, 2014; Ulusoy, 2010). Serbest
radikallerin artmasina sebep olan bir¢ok etken vardir. Bu etkenlerden bazilarina 6rnek
olarak; kimyasal maddeler, ¢evre kirliligi, UV ve X-isinlari, ilaglar, viriisler, stres ve
sigara dumani vs. verilebilir. Ayrica hazir gidalar, seker ve yag miktar1 fazla olan gidalar,
alkol ve yogun egzersizler de oksijen kullanimindaki artisa sebep olurken ayni zamanda
serbest radikallerin miktarinin da artmasina sebep olabilirler. Olusan serbest radikaller
kanser, damar tikaniklig1, seker hastaligi, sitma gibi bir¢cok hastaligin patolojisiyle iliskili
oldugu tespit edilmistir (Tsao ve Deng, 2004; Halliwell, 2002).

Organizmada olusan ROS hiicre yapisinda bulunan ve énemi ¢ok biiyiik olan lipit,
protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir. Canli organizmalarda serbest
radikallerin olusumunun sebep olacagr olumsuz etkileri ortadan kaldirmak ya da
yavaslatmak i¢in antioksidan savunma sistemleri mevcuttur. Ancak bazi durumlarda olusan
antioksidan savunma sistemleri serbest radikallerin sebep olduklar1 etkileri tamamen
ortadan kaldiramaz ve boylece oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar. Diger
bir degisle oksijen kaynakli olan reaktif radikallerin ve ara tirtinlerin hiicrede asir1 miktarda
olusmalar: “oksidatif stres” olarak tanimlanir.

Antioksidanlar ise hiicre igerisinde ¢esitli nedenlerle olusan ve hiicreye zarar veren
serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarin baslatmis olduklar1 zincir reaksiyonunu
durduran ya da ilerlemesini yavaslatan, boylece viicudumuzdaki hayati 6neme sahip olan
bilesenlerin zarar gormesini engelleyen molekiiller olarak tanimlanmaktadirlar. Son
yillarda serbest radikallerin sebep oldugu hasarlarin artmasi antioksidan 6zellik gosteren

maddelere ilgiyi arttirmistir. Ayn1 zamanda giintimiizde kullanilan sentetik antioksidanlarin



yan etkilerinin goriillmeye baslanmasi nedeniyle bitkisel kaynakli antioksidanlara ilgi
artmistir (Koleva vd., 2002; Wettasinghe ve Shahidi, 1999). Artan bu ilgi de, biitlin

diinyada bitkisel tedavinin desteklenmesini ve 6nemsenmesini saglamistir.

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmis molekiillerinin ayrilmalari sonucunda
olusan, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektronu bulunan ve
genellikle elektriksel agidan yiiksiiz atom ya da molekiillerdir (Akkus, 1995). Ancak Fe*,
Cu*?, Mn*? ve Mo™ gibi gecis metalleri de ortaklanmamis elektrona sahip olduklar1 halde
serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda Onemli rol
oynarlar. Serbest radikaller pozitif yiikli (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel
olarak notr olabilirler. Organizmada gecis metallerini (Fe+2 ve Cu’ gibi metaller) igeren
enzimler vasitasiyla molekiiler oksijene tek elektronun aktarilmasi sonucu “oksidasyon”
reaksiyonlart meydana gelmektedir.

Bu stabil olmayan durumun olusturdugu enerji, organik veya inorganik kimyasallar,
lipitler, karbohidratlar, proteinler ve DNA gibi komsu molekiillerle reaksiyona girerek
serbest hale gelir. Serbest radikaller dis yoriingelerindeki elektron agigini reaksiyona
girdigi komsu molekiilden saglarken, elektronunu kaybeden komsu molekiil kararsiz hale
gecer ve boylece yeni bir serbest radikal olusmus olur. Etkilesim boyle devam ederek
stirekli serbest radikale doniisiime neden olan bir radikalik zincir reaksiyon (otokatalitik
reaksiyon) baslar.

Serbest radikaller asagida belirtildigi gibi {i¢ farkli yolla olusmaktadir. Bunlar:

1. Kovalent bagli bir molekiiliin homolitik parcalanmasi: Bagi olusturan elektron
ciftinden her biri birer atom tarafindan alinir ve yiiksiiz atom ya da atom gruplar1 olusur.

X-Y->X+Y

2. Bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya heterolitik boliinme:

X—=X+e

3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi:

X+e X~

Serbest radikaller siniflandirildiginda ise oksijen iceren ve oksijen icermeyen olmak
lizere ayrilabilir. Oksijen molekiilii iki eslesmemis elektrona sahip oldugu igin serbest

radikallerle daha kolay reaksiyona girebilir. Bu nedenle biyolojik sistemlerdeki en énemli



ve en etkili serbest radikaller oksijen radikalleridir. Bunlarin biiyiik kism1 aerobik solunum
sirasinda mitokondrilerde indirgenmis karbon birimlerinden alinan elektronlarin cesitli
elektron tasiyicilardan gegerek en son elektron alicist olan molekiiler oksijene transferi
esnasinda meydana gelir. Oksijenin tam olarak indirgendigi reaksiyonlarda son iiriin daima
su’dur. Oksijenin kismi indirgenmesi sonucu ise serbest oksijen radikalleri olusur. Oksijen
merkezli serbest radikallerin baslicalari; siiperoksit radikali (O2"), hidroksil radikali (OHs),
perhidroksil radikali (HO,) (Winston, 1991; Matés vd., 1999) ve lipit peroksil (LOO’)
radikalidir (Glinaydin ve Celebi, 2003; Lee vd., 2004; Schoneich, 1999).

Ayrica hidrojen peroksit (H20), tekli (singlet) oksijen (*Oy), hipoklordz asit (HOCI),
peroksinitrit (OONO") gibi radikal olmayan fakat etkileri ve sonuglar1 sebebiyle kimyasal
aktiviteleri yliksek reaktif azot/oksijen bilesikleri de vardir. Oksijen merkezli olmayan
radikaller ise; karbon merkezli lipid ve alkoksi radikalleri (L', RO’), kiikiirt merkezli tiyol
(RS), hidrojen merkezli hidrojen atomu (H') ve demir merkezli perferri (Fe**-O,-Fe™*)
radikalidir (Yapar, 2006).

Serbest radikaller vuciitta bircok olumsuz etkiye sebep olmaktadir. Ozellikle

hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki
ederler (Onat, 2002). Siiperoksit radikali (Oz ) bir eslesmemis elektron ig¢erdiginden ne
cok fazla reaktif, ne de giiglii bir oksidandir. Siiperoksit radikali aerobik hiicrelerde
oldukca sik olusur, fakat daha c¢ok elektron transfer sistemlerinde meydana gelir. Bunun
yani sira pek ¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla da meydana gelebilir (Halliwell
vd., 1992).

Serbest radikaller i¢erisinde 6nemli bir yere sahip olan hidroksil radikali (¢OH) ise,
en reaktif molekiil olup, diger kimyasal tiirlerle siklikla reaksiyona girmektedir. Ayrica bu
radikal, hiicrelerde mevcut olan tiim organik yapilara saldirabilme yetenegine sahiptir.
Hidroksil radikali iyonlastiric1 radyasyonun etkisiyle de olusturulabilir ve muhtemelen X-
1511 ve y-1ginlartyla hiicre dliimlerine sebep olan en etkili tiirlerden biridir. Bu radikal
kimyasal olarak siiperoksit ve peroksit radikalleri arasindaki reaksiyonla da iiretilebilir.
Dolayisiyla siiperoksit ve peroksitin ayni anda tretildigi canli sistemlerde hidroksil

radikalinin biyokimyasal olusumu da miimkiindiir.



1.3. Antioksidan Bilesikler

Canhilarin yasam kaynagi olan oksijen molekiilii, tiim besinlerin yakilmasinda
kullanilir. Canli organizmalar siirekli olarak gerek oksijenli solunum ve gerekse baska
yollarla alman oksijenin oksitleyici etkisi altinda kalirlar ve bu yaslanmanin temel
nedenidir. Oksijenli solunum sirasinda oksijenin tam olarak indirgenmesi ile su molekiilii
olusurken eksik indirgenme iiriinleri olan serbest oksijen radikalleri (siiperoksit, hidrojen
peroksit, hidroksil radikalleri) olugmaktadir. Serbest radikaller potansiyel olarak toksik
olduklar1 i¢in organizmalar bunlar1 etkisiz hale getirmek amaciyla savunma sistemleri
gelistirmislerdir. Hiicre ve dokular, radikal iiriinleri ve reaksiyonlari inhibe eden bir
sisteme sahiptir. Organizmada oksidasyonu baslatan ve ilerlemesine sebep olan serbest
radikallerin olusumunu Onleyen; yani hiicrelerdeki oksidatif stresi azaltan bilesikler
antioksidan olarak tanimlanmaktadir (Karovicova, 2000; Réka Sz6116s1,2002; Kiigiik vd.,
2007).

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif oksijen
tirlerini gidererek lipit peroksidayonunu inhibe ederler. Ayica antioksidanlar, hem direk
hem de dolayl olarak ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen
etkilerine kars1 hiicreyi koruyan bilesenlerdir. Antioksidanlar ile olugsturulan kontrol
mekanizmasinin temel amaci serbest radikallerin asir1 yapilmasini 6nlemek, ayni zamanda
da saglam olan komsu hiicreleri korumaktir.

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler;

1. Siipiirme etkisi: Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek

etkisizlestirirler. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar.

3. Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive olmasini saglar.

Vitaminler ve flavanoidler bu sekilde etki eder.
4. Zincir reaksiyonlarmi kirma etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin, agir mineraller

kendilerine baglar ve inaktive eder.

1.3.1. Antioksidan Bilesiklerin Simflandirilmasi

Antiokidanlar1 dogal ve yapay antioksidanlar olarak iki sinifa ayrilabilir. Dogal

antioksidanlar, endojen ve eksojen antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir. Endojen



antioksidanlar, enzimler ve enzim olmayanlardir. Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve hidroperoksidaz enzimlere; melatonin,
seruloplazmin, transferin ve miyoglobin ise enzim olmayanlara 6rnek olarak verilebilir.
Endojen antioksidanlar bulunduklart ve etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de
hiicre i¢i (intraseliiler), membranal ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak ti¢
siif altinda toplanabilir. Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida
antioksidanlaridir. Vitamin olan eksojen antioksidanlar; o-tokoferol (E vitamini),
karoten, askorbik asit (C vitamini) ve folik asit (folat)’tir.

Gida sanayisinde oldukg¢a yaygin olarak kullanilan yapay antioksidanlar, tiikkettigimiz
bircok iiriine katilmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlari, Biitillendirilmis
hidroksitoluen (BHT) ve Biitillendirilmis hidroksianisol (BHA)’dir. Bu yapay
antioksidanlar gida bilesenlerinin oksidasyonunu ve gidalarin bozunmasii engelleyerek
raf Omrilinli uzatabilmektedir. Bu bakimdan yapay antioksidanlar katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Krishnaiah vd., 2011; Elmastas ve Gergekgioglu, 2006). Ancak son
yillarda tiiketiciler tarafindan yapay antioksidanlarin toksik etki olusturabilecegi diislincesi
yayginlastig1 i¢in dogal tiriinlere ilgi artmistir (Cuvelier, 1996; Durling vd., 2007; Sensoy,
2007). Yapilan arastirmalar sonucunda bitki ¢esitlerinin ¢cogunun yapay antioksidanlarla
benzer ve yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu, gida isleme endiistrisinde sentetik
antioksidanlara karsi alternatif olarak bu bitkilerin kullanilabilecegini gostermektedir

(Krishnaiah vd., 2011).



Yapay antioksidanlar: BHT, BHA, Troloks, SOD ve cesith selat

/ olusturucu maddeler

Antioksidanlar Enzim olanlar: SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz.

\ glutatiyon S transferaz vesitokrom oksidaz

Dogal antioksidanlar

Eksojen: E vitamini, askorbik asit,
/1 flavonoidler ve B-Karoten
Enzim olmayanlar:
Endojen: glutatyon, bilirubin,

fernitin, laktoferin. albumin

tirik asit ve haptoglobinler

Sekil 1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

1.4. Fenolik Bilesikler

Bitkiler normal metabolizma sirasinda yaralanma, enfeksiyon, UV radyasyonuna
maruz kalma gibi durumlarda bitkiler tarafindan ikincil metabolizma {iriinleri olarak
fenolik bilesikleri sentezlerler. Bu bilesikler, haberci (sinyal) olarak ve mikroorganizma,
insektisit, herbisit ve serbest radikallere karsi koruyucu olarak rol oynarlar. Bu nedenle
(karbohidratlar, proteinler ve yaglarin sentezinden sonra) bunlar “ikincil bitki tirlinleri”
diye adlandirilirlar. Bitkiler aleminde en fazla iiretilen yapilarin basinda yer alan temel
bilesenler fenolik bilesikler veya polifenoller olup ayrica besinlerin organoleptik
ozelliklerinden de sorumludurlar (Fabre vd., 2001; Borbalan vd., 2003; Fang vd., 2007;
Can, 2014).

Bitkinin normal gelisimi sirasinda sentezlenen ve ikincil metabolitler olarak
adlandirilan fenolik bilesikler ¢ok cesitli yapt ve fonksiyonlara sahiptirler. Fenolik
bilesikler yapisal olarak aromatik halkada bir hidroksil grubu (-OH) olanlar fenol, daha

fazla hidroksil grubu bagli olanlar ise, polifenol olarak adlandirilmaktadir. Aromatik




halkaya bagli olan fenolik hidroksillerin hidrojeninin kararsiz olmasi bu yiizden hidroksil
grubundan bir hidrojen kaybetmeye meyilli olmalarindan dolay1 zayif asidiktirler (Naczk
ve Shahidi, 2004; Robards vd., 1999).

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki
gruba ayrilirlar. Flavonoidler ¢esitli besin ve tibbi bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerin
en yaygin gruplar1 arasinda olan insanlar tarafindan sentezlenemeyen fenolik bilesiklerdir.
Ozellikle meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunurlar. Bu bilesiklerin bazlar
terpenoidler gibi bitkiye koku ve tat verirken (Naczk ve Shahidi, 2004) bazilar1 kinonlar ve
tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar (Bravo, 1998). Pek cok bilesik, bitkinin
tadindan sorumlu olup bunlardan bazilar1 gida ve bazilar1 ise tibbi amaglar icin
kullanilmaktadir (Akytiz, 2011).

Cevresel ve iklimsel kosullar, bitki hastaliklari, toprak ¢esidi, cografik bdlge gibi
genetik ve cevresel faktorler bitkinin fenolik icerigini ve kompozisyonunu etkilemektedir

(Sellapan vd., 2002; Oztan, 2006; Kiiciik, 2007).

1.4.1. Fenolik Bilesiklerin Biyoaktiviteleri

Biitlin bitkiler metabolizmalarinda, farkli nitelikte ve miktarlarda fenolik bilesik
bulundurmaktadirlar. Bu ikincil metabolitler, bitki yapisinda yaygin olarak bulunduklari
icin insanlarin beslenmelerinde 6nemli bir yere sahiptirler (Bravo, 1998). Ayni zamanda
besinsel fonksiyonlar1 olmamalarina ragmen saglik iizerine olumlu etkileri vardir (Oztan,
2006).

Son yillarda cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve bu hastaliklardan o&zellikle
kanserin ¢ok etkin ve hizli bir sekilde yayilmasi bitkisel gidalarda bulunan fenolik
bilesikler iizerine yapilan caligmalar1 arttirmistir. Birgok ¢alismadan elde edilen bulgular,
flavonoidlerin antimutajen ve antikarsinojen oldugunu desteklemektedir (Nizamlioglu ve
Nas, 2010). Ayrica; insan diyetinin 6nemli bir kismini1 olusturan bu bitkisel bilesiklerin
antioksidan, antimutajenik, antiviral, antibakteriyel, antikarsinojik, ve antialerjik
Ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Gaulejac vd., 1999; Murakami vd., 2003; Alan ve
Miller, 1996; Balasundram vd., 2006). Baz1 fenolik bilesiklerden, 6zellikle flavonoidler;
hipertansiyon, alerjiler, hiperkolesterolemi gibi hastaliklarin tedavisinde antidiyareik,

antiiilser ve antiinflamatuar ajan gibi uygulamalara sahiptirler (Bravo, 1998). Flavonoidler,



lipoprotein oksidasyonunu inhibe ederek kardiyovaskiiler vb. hastaliklara yakalanma

riskinin azalmasinda rol oynarlar (Lazarus ve Schmitz, 2000).

1.4.2. Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar1 ve Siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler ya da polifenoller bitkilerde en fazla bulunan yapilardan biri olup,
bitki aleminde 10000’den fazla fenolik bilesigin oldugu bilinmektedir (Pyrzynska, 2009).
Polifenoller, bitkilerde, sebze, meyve, tohum, cicek, kok ve govde kisimlarinda dogal
olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve Anklam, 2000). Fenolik bilesikler baslica,
fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilir.

Fenolik bilesiklerin alt grubu olan fenolik asitler bitkinin ta¢ kisminda bulunup,
antioksidan karaktere sahiptir. Bitkilerde, fenolik asitler serbest halde bulunmazlar, organik
asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunurlar. Fenolik asitler, hidroksibenzoik ve
hidroksisinamik asit seklindedirler. Hidroksi benzoik asitler C¢-C; iskeletine sahip fenil
metan yapisinda bilesiklerdir. Bunlardan bir ka¢i; m-hidroksibenzoik, gallik, vanilik,
salisilik, siringik asitdir. Hidroksisinnamik asitler ise, Cg-C3 fenilpropan yapisinda olup
bitkilerde ¢ok yaygin bir sekilde bulunurlar. Fenilpropan halkasina baglanan -OH
grubunun konumu ve sayisina gore farklilik gosterirler. Hidroksisinamik asitler ¢ok az
miktarda serbest halde bulunmaktadirlar. Genellikle asit tirevleri seklinde

bulunmaktadirlar.

Tablo 1. Bazi Fenolik Asitlerin Yapisal Siniflandirilmasi

Hidroksisinamik Asitler (Cs-Cs) -R1  -R; -R3 -Ry -Rs
Kafeik Asit ‘H -H H OH  -OH
© Ferulik Asit H -H  -H “OH  -OCHs
R NNy izoferulik Asit H H -H -OCH; -OH
r’q p-Kumarik Asit -H -H -H -OH -H
" | " o-Kumarik Asit H -OH -H -H “H
3

Sinapik Asit -H -H  -OCH; -OH -OCH;




Tablo 1’in devami

Hidroksibenzoik Asitler (C¢-Cy) -Rs -R> -Rs3
Gallik Asit -OH -OH -OH
0 OH
Protokatekuik Asit -OH -OH -H
p-OH Benzoik Asit -H -OH -H
m-OH Benzoik Asit -OH -H -H
R R Vanilik Asit -OCH; -OH -H
3 1
R, Siringik Asit -OCH3; -OH -OCH3
Hidroksisinamik Asit Tiirevleri -R; -R, -R3 -Ry4 -Rs
Klorojenik Asit Kuinik -H -H -OH -OH
Asit
0 Izoklorojenik Asit Kuinik -H -OH -OH -H
R, N Asit
o Kaftarik Asit Tartarik -H -H -OH -OH
r|< Asit
R, R, " Kutarik Asit Tartarik -H -H  -OH -H
Asit
Ry Fertarik Asit Tartarik  -H -H -OH -OCHj;
Asit

Kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asit, meyvelerde dagilim gosteren
en yaygin hidroksisinamik asitlerdir (Macheix vd., 1990). Genellikle cesitli konjuge
formlarinda bulunan hidroksisinnamik asitlerin serbest formlari, kimyasal ya da enzimatik
hidroliz tirtinleridir.

Flavonoidler, bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan ikincil metabolitlerin en
yaygin gruplari arasinda olan fenolik bilesiklerdir (Casagrande ve Darbon, 2001). Bu
bilesikler renk, tat ve koku gibi organoleptik ozelliklerden sorumlu olduklart igin,
analizleri Onemli derecede bu tiir iirlinlerin kalitesiyle yakindan ilgilidirler (Fabre vd.,
2001; Borbalan vd., 2003; Akyiiz, 2011). Ayn1 zamanda bu bilesikler bitkinin biiyiime ve
gelismesini etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine karsi savunma sistemin de bir pargasini
olustururlar. Ayrica farmokolojik, antimikrobiyal, antioksidan, antikanserojen 6zellikleri
olduguda bilinmektedir (Havsteen, 2002). Flavonoidlerin antioksidan olarak davranma
kapasiteleri genellikle molekiil yapilarina baglidir. Flavonoidlerin genel yapisinda, bir
aromatik A halkasi, bir oksijen igeren heterosiklik orta halka ve birde aromatik B
halkasindan olusan flavan iskeleti olarak tanimlanir ve (Cg-C3-Cg) bunlar karbon iskeletine

sahip bilesiklerdir. Yapisindaki heterosiklik halkanin oksidasyon derecesine bagli olarak
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farkli gruplar icermektedirler (Hala¢ Tirk, 2009; Sahin, 2014). Yapida bulunan OH
gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir (Bilaloglu ve Harmandar,
1999; Tsiogiannis ve Oreopoulou, 2006; Plochmann vd., 1997). Flavonoidlerin genel

yapist asagidaki Sekil 2°de gosterildigi gibi difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapisindadir.

o

Sekil 2. Flavonoidlerin genel yapisi

1.5. Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

Antioksidanlar oksidatif stresle ve pro-oksidanlarin gidalarda, ¢evrede ve
organizmada meydana getirecegi hasarla miicadelede kullanilmaktadirlar. Maddelerin bu
amagla kullanilabilirligini belirlemek amaciyla bircok antioksidan tayin yOntemi
gelistirilmistir. Bu yontemlerin esast ¢esitli yollarla olusturulmus oksidasyonu onlemek,
durdurmak, olusumunu engellemek, olusabilecek radikalik =zincir reaksiyonlarini
durdurmak veya bir dereceye kadar azaltabilmektir.

Gilinlimiizde antioksidan kapasiteyi belirlemek icin bir¢ok yontem gelistirilmistir.
Antioksidan kapasiteyi belirlemede kullanilan yontemler; hidrojen atomu transferi (HAT:
Hydrogen Electron Transfer) reaksiyonlarina dayali yontemler, tek elektron transferi (SET:
Single Electron Transfer) reaksiyonlarina dayali yontemler ve diger mekanizmalar tizerine
kurulu yontemler olarak siniflandirilmaktadir (Prior vd., 2005; Oguz, 2008; Burnaz, 2011).

HAT ve SET esash yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal (veya oksidan) siipiiriicii kapasitesini 6lgmeye dontiktiir. SET yontemleri substratin
(antioksidan) indirgeyici yetenegini Olcerken, HAT yoOntemleri substratin hidrojen
verebilme yetenegini Olcer. HAT yontemlerine ornek olarak; oksijen radikal absorbans
kapasitesi (ORAC), toplam radikal yakalama antioksidan parametresi (TRAP), oksijen
kullanim inhibisyonu (IOU), linoleik asit oksidasyonu inhibisyonu, LDL oksidasyonu
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inhibisyonu ve krosin beyazlatma yontemleri verilebilir. SET yontemlerine ise Ornek
olarak; Folin-Ciocalteu ayiraci ile toplam fenolik madde miktar1 (FCR/TPC), Troloks
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC/ABTS), demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢
(FRAP), bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) ve DPPH
(1,1'difenil-2-pikrilhidrazil) radikali temizleme yontemlerini icermektedir (Albayrak vd.,
2010; Ardag, 2008).

Toplam antioksidan kapasite tayininde kullanilan diger yontemlere yaygin olarak
kullanilan kemiliiminesans, HPLC ve elektrokimyasal yontemler verilebilir.

HAT ve SET yontemlerinden en yaygin olarak kullanilanlar DPPH, FRAP, ORAC,
CUPRAC ve TEAC yontemleridir (Ou vd, 2002; Pellegrini vd, 2003; Tsao ve Deng, 2004;
Huang vd., 2005; Ozgen vd., 2006; Saura-Calixto ve Goni, 2006; Oguz, 2008).

1.5.1. Hidrojen Atomu Transfer (HAT) Reaksiyonlarina Dayali Yontemler

HAT (Hydrogen Atom Transfer) esasli yontemler genellikle sentetik serbest radikal
tiretici, oksitlenebilir molekiiler antioksidanlarin karisimini i¢ermektedir. Antioksidan
kapasite belirlemede Hat esasl literatiir de en sik kullanilan yontem ORAC yontemidir
(Zulueta, 2009; Saenz, 2009). Bitkisel maddelerin, gidalarin ve fitokimyasallarin
antioksidanlarini belirlemede kullanilmaktadir (Albayrak vd., 2010; MacDonald-Wicks,
2006; Scherer vd., 2007). Klasik radikal zincir kirma reaksiyonlarindan olusur (Oztan,
2006).

Antioksidan kapasiteyi belirlemede kullanilan ikinci yaygin yontem TRAP yontemi
olup, bilinen tiim zincir kirici antioksidanlara kars1 hassastir (Ghiselli vd., 2000; Prior vd.,
2005). Bu yontemin esas1 bir azo bilesigin sicaklikla bozulmasi ile olusturulan kontrollii
lipit peroksidasyonu boyunca oksijen tiiketiminin dl¢lilmesini temel almaktadir (Albayrak
vd, 2010).

Diger bir HAT yontemi olan krosin beyazlatma yontemide siklikla kullanilmaktadir.
Krosin suda ¢oziinebilen renklendirici bir karotenoiddir (Chen vd., 2003). Bu yontemde
sicaklikla bozunan AAPH tarafindan olusturulan peroksil radikallerinin krosini
ylkseltgeyerek rengini gidermesi esasina dayanmaktadir (Tubaro vd., 1998; Yildiz, 2007).
Burada krosinin beyazlama derecesi Ol¢lilmektedir (Prior vd., 1999). Karisima eklenen

maddedeki antioksidanlar bu beyazlamay1 6nlemektedir. Deneysel olarak reaksiyon krosin
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iceren fosfat tamponu ve bilinen miktarda antioksidan ile gerceklestirilir (Huang, 2005;

Albayrak vd., 2010).

1.5.2. Tek Elektron Transfer (SET) Reaksiyonlarina Dayal Yontemler

SET (Single Electron Transfer) yontemleri ise substratin (antioksidan) indirgeyici
yeteneginin, yani antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir oksidan
maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢iimiine dayanir. Renk degisiminin derecesine gore
ornekteki antioksidan derisimi ile kiyaslama yapilir (Albayrak vd, 2010; Ardag, 2008).
SET yontemleri; DPPH, TPC, TEAC, FRAP ve CUPRAC yontemlerini igermektedir.

Folin-Ciocalteu reaktifinin kullanildigt FCR yontemi ile antioksidanlarin toplam
fenolik madde igerigi belirlenebilmektedir. Bu yontemin esasi, suda ve diger organik
¢Oziiclilerde ¢oOzlinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda mor-
menekse renkli kompleks olusturup 750- 760 nm’de maksimum absorbans vermesine
dayanmaktadir (Slinkard ve Singleton, 1977). Toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan
aktivitesi arasinda oldukea iyi korelasyon goriiliir (Prior vd., 2005; Oztan, 2006).

TEAC/ABTS yontemi en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontem ilk kez
Miller ve arkadaslar1 (Miller vd., 1993) tarafindan gelistirilmis ama daha sonra Re ve
arkadaslar1 (Re vd., 1999) tarafindan modifiye edilmistir. TEAC, gidalarda bulunan
antioksidan bilesenlerin serbest radikal baglama gii¢lerinin belirlenmesi prensibi {izerine
kurulu bir antioksidan kapasite tayin yontemidir (Oguz, 2008; Pellegrini vd., 1999; Huang
vd., 2005). Bu yontem, en yaygm radikalik reaktif olan ABTS[2,2’-azino-bis-(3-
etilbenztiazolin-6-siilfonik  asit)]’nin  kullanilarak  ¢esitli maddelerin  antioksidan
kapasitelerinin Troloks esdegeri kapasitesi cinsinden belirlenmesi esasina dayanir (Wang
vd., 2004; Rice-Evans ve Miller, 1994). Yontemde, ABTS molekiilinin H,O, ve
metmiyoglobinle mavi-yesil renkli ABTS™ radikal katyonuna déniismesi ve bu
doniistimiin 734 nm’de spektrofotometrik olarak gdzlenmesi esastir. Antioksidan
varliginda bu doniisiim engellenmektedir (Erel, 2004). Bu yontemin olumsuz yonii hizli
reaksiyona giren antioksidanlarin ferrilmiyoglobin radikalini de indirgeyebilmeleridir
(Albayrak vd., 2010).

Diger bir yontem olan CUPRAC ydnteminde kullanilan bis (neokuprein) bakir (I1)
kloriir reaktifi 6ncesinde, sistein (Tiitem ve Apak, 1991), E vitamini (Tiitem vd., 1997) ve

askorbik asit (Giiclii vd., 2005)’in tayininde basari ile kullanilmistir. Bu yontem, Ornekte
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bulunan antioksidanlar (rediiktan) tarafindan Cu (II)’nin Cu (I)’e indirgenmesini temel
almaktadir.
Mevcut calismada SET yontemi olan ve yaygin kullanilan DPPH ve FRAP

yontemleri kullanilmistir.

1.5.2.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

SET yontemleri arasinda en yaygin kullanilan yontemlerden biri de DPPH
yontemidir. DPPH® (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikali ticari olarak satin alinabilen bir
serbest radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans gdstermektedir (Cuendet
vd. 1997). Antioksidanlarla muamele, DPPH®’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbansin diisiisiine sebep olacaktir. Farkli numune konsantrasyonu ile muamele edilen
DPPH® radikalinin absorbansindaki degisim Olgiilerek absorbanslara karsilik gelen
konsantrasyonlarla grafik ¢izilerek y=ax+b denkleminde DPPH® konsantrasyonunu yartya
diisiiren numune miktart mg/mL ya da pg/mL cinsinden belirlenmekte ve sonuglar SCso Ya
da ICso degeri olarak ifade edilmektedir.

Bu metot radikal temizleme aktivite tayinlerinde kolaylig1 ve kisa siirmesi nedeniyle
siklikla kullanilmaktadir. DPPH radikali kolaylikla temin edilebilen ve toz halinde satin
alindig1 i¢in ¢alisma konsantrasyonuna gore hemen ¢oziiclide ¢oziinilip kullaniliyor olmasi
ac¢isindan onemlidir.

Bu metodun Onemli bir dezavantaji biiylik antioksidan molekiillerin sterik
engellenmeye maruz kalmalart nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu metotta

antioksidan molekiiliin yapis1 ve boyutu test sonucunu etkilemektedir.

N—N NO,

Sekil 3. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalinin formiilii
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1.5.2.2. Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Bir diger yaygmn kullanilan antioksidan tayin yOntemlerinden biride FRAP
yontemidir. FRAP yontemi, gidalarda bulunan antioksidan bilesenlerin indirgen giiglerinin
veya Kkapasitelerinin 0Olglimii prensibine dayali bir antioksidan kapasite belirleme
yontemidir (Oguz, 2008; Benzie ve Strain, 1999; Huang vd., 2005). Oyaizu (1986)
tarafindan gelistirilen bu yonteme gore indirgeme giicii, dolayli olarak toplam indirgeme
potansiyelini gostermekte olup, Fe™iin Fe+2’ye indirgenmesi sonucu olusan renk
degisiminin 595 nm’de izlenmesi ile belirlenir (Akyliz, 2007). Asidik pH’da Fe™*iin,
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) ile reaksiyonu sonucu olusan [Fe(Ill)-TPTZ],Cl;
kompleksi antioksidanlarin varliginda Fe(II)-tripiridiltriazin [Fe(I1)-TPTZ] kompleksine
indirgenmektedir (Albayrak vd., 2010). Olusan yogun mavi renkli demir tuzu [Fe(Il)-
TPTZ] oksidan olarak kullanilir ve 595 nm’de absorbans artisina neden olur (Albayrak vd.,
2010; Benzie ve Strain 1996).

Bu yontemle redoks potansiyeli 0,7 V’tan daha diisiik olan bilesikler antioksidan
olarak test edilebilmektedir. Polifenolik antioksidanlarda hidroksilasyon ve konjugasyonun
miktar1 bu yontemde aktiviteyi etkilemektedir (Akyiliz, 2007; Burnaz, 2007). FRAP
yontemi, diger yontemlere gore kisa zamanda sonug¢ veren, oldukca basit ve ucuz bir
yontemdir. Dolayisiyla bu 6zelliklerinden dolay: antioksidan aktivitenin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin tek dezavantaji ise -SH grubu i¢eren

antioksidanlar1 6lgememesidir (Ardag, 2008).

(\ \_\ \i/—-\'/ \\> (4\> )
\ / Q\J
Fe3-TPTZ Fe TPTZ

Sekil 4. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu
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1.6. ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Kromatografi birgok yontem kullanilarak ayrimi miimkiin olmayan kompleks
karigimlardaki benzer bilesenlerin aydinlatilmasina olanak saglayan yontemler grubudur.
Uygulama bigimine gore kromatografi ¢esitlilik gostermektedir.

Ince tabaka kromatografisi basit, ucuz, hassas, hizli ve miligram diizeyinde madde
gerektirmesi acisindan ¢ok kullanilan bir yontemdir. Bu yontem genel olarak; karisimdaki
bilesenlerin sayisini belirlemek, belli bir maddenin karisimda olup olmadigini anlamak,
reaksiyonun yirlyiisiinlin ve iirtin safligimin kontrol edilmesi gibi amaglar igin
kullanilmaktadir. Ince tabaka kromatografisi, kagit kromatografisine oldukga benzerdir. Bu
kromatografi tiirlinde sabit faz olarak genelde kuvvetli bir polarite 6zelligine sahip silika
jel olarak silisyum dioksit (SiO,), aliiminyum oksit (Al,O3), magnezyum silikat ve
magnezyum oksit gibi maddeler kullanilmaktadir. Dolgu metaryali ile kaplanmak iizere
0zel olarak hazirlanmis cam, aliiminyum veya plastik levhalar kullanilir. Bu levhalarin
tizeri silika jel, aliimina gibi bir adsorbanla kaplanir. Adsorblayici tabakanin kalinlig
yapilacak analizin cinsine gore degisir, bu kalinlik 0.25-2 mm arasindadir. Ince tabaka
kromatografisinin etkin mekanizmasi1 adsorbsiyondur. Baglanma kapasitesi, adsorban ve
ayrilacak maddenin polaritelerine baghdir. Polar bir dolgu maddesinde ayrilacak maddenin
polaritesi ne kadar fazlaysa baglanma da o kadar giiglii olacak, dolayisiyla ince tabaka
boyunca ilerlemesi zor olacaktir. Polaritesi ayni olan maddelerden ise molekiil agirlig
fazla olan daha yavas ilerlemektedir. Tez ¢alismasinda kullanilan silika ve aliimina dolgu
maddesine sahip ITK tabakalar en yiiksek polariteye ve ayni zamanda baglama
kapasitesine sahip olanlardir.

Literatiirde fenolik bilesiklerin ITK tabaka kullanilarak aydinlatilmasi igin yapilan
calismalar mevcuttur. Bu caligsmalarin cogunda spektrofotometrik olarak DPPH ve FRAP
testi yapilmus. Ayrica bitki ekstraktlar1 ITK tabaka iizerine spotlanmis ve farkli oranlarda
hazirlanan ¢oziicii tankinin igine daldirilmistir. Bilesenlerin ITK {izerinde aldiklari yola
gore ve olusan bantlara gore antioksidan aktivite yorumu yapilmistir (Ghafoori vd., 2013;
Maksimovi, 2008; Cies’la vd., 2012; Olech vd., 2012).
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1.7. Biyoaktif Calismalarda Kullanilan Yazicilar

Gilinlimiizde yaygin olarak kullanilan yazicilarin ¢alisma mantig1 6rnek alinarak ve
bunlar gelistirilerek tip ve sanayi alaninda kullanilmaya baslanmstir. Ozellikle {i¢ boyutlu
(3D) yazicilar 1980’lerden beri gelistirilerek kullanilmaktadir. Ama son 10 yilda hayli hizli
bir gelisme gostererek yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir. Kullanilmaya
baslandigi ilk giinden itibaren akla gelebilecek her tiirlii iiriinlin yani sira ¢cok 6zel ve ilging
triinler de ortaya ¢ikaran bu yeni nesil teknoloji, gelecegimizi inanilmaz bicimlerde
sekillendirecegi diisiiniilmektedir. Giiniimiizde 3D yazicilar ile ugcak ve otomobil yedek
pargalar1, ayakkabi, bisiklet, oyuncak, robot, heykel, taki, aksesuar, el aletleri, miizik
aletleri, sandalye, koltuk, bardak, ¢atal-kasik, tibbi malzeme, kimyasal madde, ilag, takma
dis, tibbi protez hatta silah gibi akliniza gelebilecek her tiirden iiriinler yapilabilmektedir.
Ayrica 3D yazicilarin tip sektoriinde, biyolojik dokularin ve yapay organ iiretiminde
hiicrelerin tutunabilecegi kaliplarin hazirlanmasinda, kimyasal bilesik veya ilag iiretiminde,
biyokimyada ¢ok farkli fonksiyonlara sahip protein molekiillerinin tasarlanmasinda, nano
teknolojide ve biyomedikal sektoriinde ise parga iiretiminde kullanilmasi i¢in ¢aligmalar
yapilmaktadir.

Literatiir incelendiginde bu konuda yapilan calismalara rastlanmistir. Calismalarda
tam olarak piiskiirtme yontemi kullanilarak 3 boyutlu olacak sekilde organ yapilamamis
ancak hiicreler 6zel bir zemin {izerine piiskiirtiilerek doku ve kalip halinde hiicre baskilama
¢alismalar1 yapilmistir ( Mironov vd., 2003; Mironov vd., 2011; Melchelsa vd., 2012; Xu
vd., 2005; Mironov vd., 2009).

1.8. Renk Analizi ile Biyoaktivite Calismasi

Son yillarda ¢aligma sonucunda olusan goriintiilerin bir bilgisayar yada mikroskop
ortamina aktarilarak, ¢calisma hangi amacla degerlendirilmek isteniyorsa o amaca uygun bir
goriintii analiz programi kullanilarak yapilmasi yayginlasmaktadir (Koga vd., 1997; Lei
vd., 1997; Telewski vd., 1999; Yasue vd., 2000; Spiecker vd., 2000; Wang ve Aitken,
2001; Yanez vd., 2001; Fujiwara, 2003; Mayr ve Cochard, 2003). Bu programlar ile
goriintiilerin analizleri gerek yapisal olarak gerekse renk degeri olarak belirlenmektedir.
Genelde ticretli olarak temin edilen programlar yardimiyla maddenin yapisal olarak

ozellikle partikiil boyutunun belirlenmesi ile ilgili ¢calismalar mevcuttur (Wernsdorfer vd.,
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2004). Ancak renk analizi yaparak maddenin biyoaktivite 6zelliginin ortaya konuldugu
dogrudan ¢alismalar pek olmamakla birlikte yeni gelisim gostermektedir.

Ayrica fenolik bilesiklerin analizinde kolorimetrik yontem kullanilarak c¢aligmalar
yapilmistir. Bu galismalara 6rnek olarak Molecularly Imprinted Polymer (MIP) membran
iizerinde suyun yapisinda bulunan fenolikler bilesikler analiz edilmistir. Membran {izerin
de fenolik bilesenler farkli absorbans degeri gdstermistir. Bu sekilde fenolik bilesikler
analiz edilmistir (Sergeyeva vd., 2010). Diger bir kolorimetrik ¢alisma da ise fenol,
bisfenol A, katekol ve krisol gibi fenolikleri igiren bilesikler kagit iizerine entegre edilen
bir enzim {iizerine numune uygulanmis ve ¢alismanin sonunda konsantrasyonun artisiyla

renk degerinin orantili bir sekilde oldugu belirtilmis (Ramis vd., 2012).

1.8.1. “Image J” Renk Ol¢iim Program

Son yillarda goriintiilerin bilgisayara aktarilmasini ve bu goriintiiler iizerinde 6l¢iim
yapilmasint saglayan degisik programlar gelistirilmistir. Bu programlar oldukca pahali
programlardir. Ancak goriintli analizinde kullanilan ve mevcut ¢aligmada renk analizi i¢in
kullandigimiz Image J programu ise iicretsizdir. Ozellikle iicretsiz olusu sebebiyle ve farkli
alanlarda analiz ¢esitliligi sagladigi icin bir¢ok bilim dalinda kullanilmaktadir. Bu program
ozellikle cevherlerdeki morfolojik yapilarin tanimlanmasinda ve partikiil boyutlarinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Literatiirde Image J programi kullanilarak

bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Schneider vd, 2012; Vaher vd., 2014).

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olc|o)~|4+/x]ala @] [omfss]a] | | |»]

ImageJ 1.46r/ Java 1.6.0_20 (32-bit)

Sekil 5. Image J programinin gostergesi
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1.9. Calsilan Bitkiler ve Ozellikleri

Yapilan caligmada Trabzon’daki bir aktardan temin edilen yesil¢ay, ihlamur,
sarisabir, havaciva, zerdecal, 1sirgan otu, kantaron, nane, biberiye, ebegiimeci, rezene ve

ekinezya bitkileri kullanilmistir.

1.9.1. Isirgan Otu Bitkisinin Ozellikleri

Isirgan (Urtica dioica), isirgangiller (Urticaceae) familyasmin Urtica cinsinden,
mayis-agustos aylar1 arasinda ¢igek agan, bir yillik veya ¢ok yillik otsu bitki tiirlerinin
ortak adidir. Isirgan bitkisinin tiim yiizeyini saran ve dokunuldugunda insan tenini yakan
wisirict tilylerinden dolayir halk arasinda i1sirgan otu olarak bilinmektedir. Bu bitkinin
tilylerinde formik asit ile tiim bitkide histamin, klorofil, asetilkolin, demir ve C vitamini
bulunmaktadir. Isirgan otu hemen hemen her hastalik i¢in kullanilan mucizevi bir bitkidir.
Isirgan bitkisinin toprak istii kisimlarinin (herba), tasidigi flavanoid bilesikler, mineral
maddeler ve lutein gibi karotenoit bilesikler nedeniyle ditiretik etkisi nedeniyle bitkiler
arasinda 6énemli bir yere sahiptir. Ayrica_kan temizleyici 6zelligi oldugundan oldugundan

egzama ve bazi mantar hastaliklarina iyi gelmektedir.

Sekil 6. Isirgan Otu (Urtica dioica)

1.9.2. Nane Bitkisinin Ozellikleri

Nane, ballibabagiller (Lamiaceae) familyasinin Mentha cinsini olusturan biitiin

diinya'da goriilebilen 25-30 tiiriin ortak adidir. Genellikle temmuz ve agustos aylari


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Is%C4%B1rgangiller&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87i%C3%A7ek
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Bir_y%C4%B1ll%C4%B1k&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87ok_y%C4%B1ll%C4%B1k
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lutein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Di%C3%BCretik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ball%C4%B1babagiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/Familya
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
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arasinda acan tiiylii ve ¢cok kokulu otsu bir bitki cinsidir. Basak bigiminde beyaz, pembe
veya morumsu ¢icekleri vardir. Yaprak, sap ve c¢iceklerinde mentol, menton, jasmon vb.
maddeleri igeren ugucu yag ile tanen, re¢ine, aci bitki esansit ve bazi organik maddeler
bulmaktadir. Diinyanin tiim 1liman ve az tropikal bolgelerine yayildig gibi tilkemizde de 7
tiri yetigmektedir. Ayrica lilkemizde yetistirilen nanenin eterik yag bakimindan kalitesi
oldukga yiiksektir. Bitki 6zellikle C vitamini ve Omega 3 yag asidi agisindan oldukca
zengindir. Nane bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tedavisinde
kullanildig1 hastaliklarin baslicalari sunlardir: astim rahatsizligi, mide hastaliklar1 ve kas

agrilar tedavisi.

Sekil 7. Nane (Mentha spicata)

1.9.3. Sarisabir (Aloe vera) Bitkisinin Ozellikleri

Sarisabir, Asphodelaceae familyasindan Aloe cinsini olusturan anavatani Afrika olan
bitki tiirlerinin ortak adidir. Yaklasik 300 tiirii vardir ve bu tiirlerden sadece 3-4 tiiriiniin
sifali 6zelligi bulunmaktadir. Bunlarin iginde en sifali olarak gosterilen tiir Aloe vera'dir.
Bu bitkinin yapraklarindan ¢ikan jelin sifa 6zelligi bulunmaktadir. Jel oksijenle temas
ettikten sonra bir g¢esit oksitlenme yapmakta ve yaklasik 5 saat iginde sifa ozellikleri
ortadan kalkmaktadir. Sarisabir serbest ya da glikozit halde antrasen tiirevleri (aloin ve
aloemodin adli maddeler), ugucu yag ve re¢ine igermektedir. Sarisabirdan cikarilan bu
0zsu, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde yaygi olarak kullaniimaktadir. Sarisabir safra
soktiiriciidiir. Ayrica yaralari, diisiik siddetli yaniklar iyilestirir, deri iltihaplanmalar1 ve

egzama durumlarinda rahatlama saglar.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Asphodelaceae&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Afrika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aloe_vera
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Sekil 8. Sarisabir (Aloe vera)

1.9.4. Biberiye Bitkisinin Ozellikleri

Biberiye (Rosmarinus officinalis), ballibabagiller (Lamiaceae) familyasindan igneye
benzeyen ince yaprakli, daima yesil kalan bir bitki tiirtidiir. Mor ¢icekli ve ¢al1 goriinimlii
bitkidir. Akdeniz ¢evresinde yaygin olarak yetisen bitkinin geng siirgiinleri baharat olarak,
kendisi ise siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Cigeklerinden biberiye ispirtosu ve kolonya
tiretmek igin esans yapilirken, yapraklarindan yag elde edilir. Ayrica biberiye saglik i¢in
halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitki beyin ve kalp gibi hayati organlara
daha fazla oksijen tasinmasini saglar, hafizay1 gili¢lendirir, konsantrasyonu arttirir,

bagisiklik sistemini gii¢lendirir, Kan dolagimini arttirir ve stresi azaltmaya yardimci olur.

Sekil 9. Biberiye (Rosmarinus officinalis)


http://tr.wikipedia.org/wiki/Ball%C4%B1babagiller
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1.9.5. Ihlamur Bitkisinin Ozellikleri

Ihlamur, 1thlamurgiller (Tiliaceae) familyasindan Tilia cinsini olusturan agag tiirlerine
verilen addir. Agac boyu 20-30 m'ye kadar ulasabilir. Biiyiikliigii 5-10 cm arasinda degisen
yapraklart genellikle uzun saplidir. Thlamur cigekleri gilizel kokuya sahiptir ve igerdigi
ugucu yag, manganez, tanen, ossidaz, saponin, glusid, strol ve C vitamini zenginliginden
dolay1r tibbi alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Thlamur uykusuzlugu ve bagirsak
sancilarin1 giderir. Ayrica gribal enfeksiyonlara karst etkilidir ve oksiiriigli keser. Ama

fazla tiikketilmesi i¢ organlara ve beyne zarar verir.

Sekil 10. Ihlamur (Tilia argentia)

1.9.6. Kantaron Bitkisinin Ozellikleri

Kantaron (Hypericum perforatum), Kili¢ otu, Mayasil otu ve Koyunkiran olarak da
bilinir, sar1 kantarongiller (Hypericaceae) familyasina dahil bir bitki tiiriidiir. Diinyanin
bircok yerinde bulunabilen bir bitkidir. Hiperisin ve psddohiperisin gibi bilesikler
bitkinin % 0,05-0,3’{inli olusturan karakteristik bilesenleridir. Bunun yaninda bitkide %
0,9- 5,0 oraninda hiperforin ve adhiperforin ile yaklasik %4 kadar ¢esitli flavonoid tiirevi
bilesikler bulunmaktadir. Kantaron soguk alginligina iyi gelmekte ayrica uykusuzluk,

gerginlik ve depresyon durumlarinin tedavisinde kullanilmaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Ihlamurgiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/A%C4%9Fa%C3%A7
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sar%C4%B1_kantarongiller&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Familya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
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Sekil 11. Kantaron (Hypericum perforatum)

1.9.7. Ebegiimeci Bitkisinin Ozellikleri

Ebegiimecigiller (Malvaceae), familyasina ait olan bir bitki tiridiir. Yaklasik olarak
1500 tiirtiyle kutuplar hari¢ diinyanin her yerinde yayilis gosteren ¢igekli bir bitkidir.
Yapraklar1 uzun sapli, yuvarlak ve tiyliidiir. Cigekleri pembe veya leylak rengindedir.
Daha ¢ok bogaz agrilari, dis ve agiz apselerinde gargara olarak kullanimi yaygindir.
Protein ve C vitaminince zengindir. Igerigindeki malvin ve malvidin dolayisi ile dis etleri
icin plak Onleyici ve agizdaki bakterilere karsi iyilestirici 6zellige sahiptir. Agiz
gargaralari, faranjit ve kroniklesmis bademcik iltihaplanmasina iyi gelir. Bilesiminde % 10
- 15 miishil yapic1 maddeler oldugundan yumusaklik verir. Ayrica anfizem, bronsit ve

akciger hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilir.

Sekil 12. Ebegiimeci (Malva sylvestris)
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1.9.8. Ekinezya (Kirpi Otu) Bitkisinin Ozellikleri

Ekinezya (Echinacea) ya da kirpi otu, papatyagiller (Asteraceae) familyasina ait
bitki cinsidir. Cigekleri eflatun renginde ve ¢ok sayida boru seklinde ¢igeklerden olusmus
konik bir disk seklindedir. Ekinezya en fazla iiretimi Kuzey Amerika olup Kuzeybati
Pasifik, Orta ve Bati Kanada’da yetistirilmektedir. Eski caglardan giiniimiize kadar ilag
olarak kullanilan sifal1 bitkidir. Ozellikle bagisiklik sistemini desteklemeyle iin salmis bir
bitki tiirtidiir. Gliglii antibakteriyel ve anti viral ozelliklere sahiptir. Ekinezya beyaz kan
hiicrelerinin iiretimini tesvik ederek immiin sistemi destekler. Bunun yaninda Soguk

alginlig1, bronsit ve egzama gibi hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.

Sekil 13. Ekinezya (Echinacea angustifolia)

1.9.9. Yesil Cay Bitkisinin Ozellikleri

Yesil ¢ay, Camellia sinensis yapraklarindan elde edilen ¢aydir. Yesil ¢ay yapraklarin
toplanir toplanmaz kavrulup hizla kurutulmas: ile elde edilir. Siyah ¢ay kurutulurken
oksijenle tepkimeye girer, yesil ¢ayin ise tepkimeye girmesine izin verilmez. Yesil ¢ayin
kafein oran1 siyah c¢aydan daha disiiktir. Yesil cay fazla islem gormedigi igin
antioksidanca olduk¢a zengin bir igerige sahiptir. Bu sebeple basta kanser hastaligi olmak
iizere bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Yesil ¢ay ayrica bagisiklik sistemini
giiclendirdigi, metabolizmay1 hizlandirdigi, kolestrolii diistirdiigii ve kalp hastaliklarina iy1

geldigi i¢in halk arasinda yaygin olarak tiiketilmektedir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Camellia_sinensis
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Sekil 14. Yesil Cay (Camellia sinensis)

1.9.10. Zerdecal Bitkisinin Ozellikleri

Zerdegal (Curcuma longa), zencefilgiller (Zingiberaceae) familyasindan sar1 ¢igekli,
biiyiik yaprakli, ¢ok yillik otsu bir bitki cinsidir. Hint safrani olarak da bilinir. Anavatani
Giiney Asya'dir. Basta Pakistan, Hindistan, Cin ve Banglades olmak {izere Asya’nin tropik
bolgelerinde yetisir. Bitkinin toprak altindaki ana kokleri yumurta veya armut seklindedir.
Yan kokleri ise parmak seklindedir. Acimsi bir tadi vardir. Zerdegal, ipek kumaslar ve ince
derilerin boyanmasinda ve kina yapiminda da renklendirici olarak kullanilmaktadir.
Baharat olarak kullanilmasi igin, zerdecal bitkisinin temizlendikten sonra suda kaynatilip
kurutulmus, koyu sar1 renkli kok saplarmin 6gitiilmesi gerekir. Bu sekilde elde edilen
baharat safran yerine de kullanilir. Etken maddesi kurkumindir. Antioksidan etkisi olduk¢a
yiiksektir. Bir ¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle kanser
ve verem gibi hastaliklarin tedavisinde, ayrica soguk alginligi, safra kesesi ve karaciger

hastaliklarinda da kullanilmaktadir.

Sekil 15. Zerdagal (Curcuma longa)


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Zencefilgiller&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Cins
http://tr.wikipedia.org/wiki/G%C3%BCney_Asya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pakistan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hindistan
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87in
http://tr.wikipedia.org/wiki/Banglade%C5%9F
http://tr.wikipedia.org/wiki/K%C3%B6k
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0pek
http://tr.wikipedia.org/wiki/Baharat
http://tr.wikipedia.org/wiki/Safran
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kurkumin
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1.9.11. Rezene Bitkisinin Ozellikleri

Rezene (Foeniculum vulgare), maydanozgiller (Apiaceae) familyasindan olup, iki
yillik kokulu otsu bir bitki tiiriidiir. Akdeniz ve Yakin Doguda yetismektedir. Rezene
bitkisinin baharat1 yapraklarindan, ya da kurutulmus tohumlarindan elde edilebilmektedir.
Rezene bitkisinin birgok faydasi bulunmaktadir. Ozellikle halk arasinda rezene, ¢ay olarak
tilkketilmektedir. Rezene vitamin ve mineral acisindan olduk¢a zengindir. Bagisiklik
sisteminin  kuvvetlenmesinde, kotli huylu kolestroliin  diisliriilmesinde ve mide

hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sekil 16. Rezene (Foeniculum vulgare)

1.9.12. Havaciva Bitkisinin Ozellikleri

Havaciva (Alkanna tinctoria), koklerinden kirmizi renkli boya maddesi elde edilen
bir hodangiller (Boraginacee) familyas: tiiriidiir. 10-30 ¢m uzunlugunda mavi gicekli ve
cok yillik otsu bir bitkidir. Akdeniz bolgesinde yetismektedir. Tiirkiye’de havaciva
bitkisinin ii¢ ¢esidi bulunmakta ve yaygin olarak Siiphan daginda yetismektedir. Ozellikle
tekstil alaninda koklerinden kirmizi boya elde edilmektedir. Ayni zamanda havaciva

egzama, yanik ve yaralarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hodangiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87i%C3%A7ek
http://tr.wiktionary.org/wiki/%C3%A7ok_y%C4%B1ll%C4%B1k_bitki
http://tr.wikipedia.org/wiki/Akdeniz
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Sekil 17. Havaciva (Alkanna tinctoria)


http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.trendhatun.com/hava-civa-otu-3/&ei=aPxyVMPvHJLlar6YglA&bvm=bv.80185997,d.bGQ&psig=AFQjCNEXz8gFJLnTmOmoVj70B9-eNb3Huw&ust=1416908146655735

2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Kullanilan Cihazlar
Deneysel calismalarda kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen Fakiiltesi Kimya

Boliimii Biyokimya Arastirma Laboratuvarlarindan temin edilmistir. Kullanilan cihazlar ve

satin alindiklar1 firmalar1 gosteren bilgiler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Markalari

Cihaz Ad1 Markasi

Mikropipet Gilson (10-100 pL)/ (100-1000 uL)
Mikropipet Genex Beta (10-100 pL)

Mikropipet Transferpette, Brand (100-1000 uL)
Coklu pipet Socorex Acura 855 autoclavable 20-200 pl
ITK tabaka ITK Silika gel 60 ve ITK Silika gel 60 Fys4
UV-vis spertrofotometre ATI Unicam UV2

pH metre Hanna pH 211

Rotary evaporatér (Doner vakum | Bibby R100

buharlastiricisi)

Su banyosu Bibby R100B

Analitik terazi Mettler Toledo MS204

Isiticili magnetik karistiric Heidolph/MR 3001 K Hei-standard
Buzdolabi (+4 °C) Arcelik

Ogiitiicii (Blender) Waring Commercial Blender

Vorteks karistirict IKA" Vortex Genius 3

Santrifiij Universal 320 R Hettich/Zentrifugen
Etiiv Binder ve Niive FN 120

Filtre RC 0,45 uym

Bitki kurutma dolab1 Buzdolab1 modifiye edilerek yapilmig
HP tarayici HP Deskjet Ink Advantage 2060

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo

3’te verilmistir.
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Tablo 3. Kimyasallar ve Satin Alindiklar1 Firmalar

Madde Adx Firmasi Madde Adi Firmasi
Gallik asit Sigma- Aldrich DPPH Sigma-Aldrich
Kafeik asit Sigma- Aldrich TPTZ Sigma- Aldrich
Klorogenik asit Sigma- Aldrich FeCl, Sigma- Aldrich
Gentisik asit Sigma- Aldrich Trolox® Sigma- Aldrich
Siringik asit Sigma- Aldrich NaOH Merck
Protokatekhuik asid | Sigma- Aldrich Metanol Merck
Kuersetin Sigma- Aldrich Asetik asit Merck
Katesin Sigma- Aldrich Etanol Merck

Rutin Sigma- Aldrich Etil Asetat Merck
Ferulik asit Fluka Metanol Merck

BHT Merck HCI Merck

2.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmislar:

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar1 Tablo 4°te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan Baz1 Cozeltiler ve Bu Cozeltilerin Hazirlanisi

Cozelti

Hazirlamsi

2000 uM DPPH reaktifi

39,44 mg DPPH 50 mL metanolde ¢oziiliir.

300 mM Asetat tamponu (A)

0,690 pL der. (%99,5’lik) asetik asite 24 mL metanol ve 16 mL

(%60 metanollii) saf su eklenir. 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile pH 3,6 ya ayarlanir.

0,1 M NaOH 0,100 g NaOH 25 mL saf suda ¢oziiliir.

10 mM TPTZ (B) 0,0}25 g TPTZ o6nce ’1600 puL 100 mM HCl’de ¢oziiliir, sonra
hacim metanolle 4 mL’ye tamamlanir.

100 mM HCI 82 pL der. (%37°lik) HC1 10 mL’ ye saf su ile tamamlanmigtir.

20 mM FeCl; (susuz) (C)

0,0130 g FeCl; once 1600 uL saf suda ¢oziiliir, sonra hacim
metanolle 4 mL’ye tamamlanir.

Metanolik FRAP reaktifi

A, B ve C cozeltileri sirasiyla; 10:1:1 oraninda karigtirlir.
(FRAP reaktifi taze hazirlanmalidir).




Tablo 5. Calismada Kullanilan Standartlarin Molekiil Sekilleri ve Agirliklar

Standardin Adi Standardin Molekiil Sekli Stanfl arcvlln Molekiil
Agirhg (g/mol)
0 OH
1 | Gallik asit 5 170,12
HO OH
OH

O\ OH
2 | Protokatekuik asit QELOH 154,12

0
3 | Benzoik asit @OH 122,12

H3CO OCHjs
4 | Siringik asit 180,12
o OH

0 OH
5 | Gentisik asit 5/0” 154,12
HO

O\ H
6 | Vanilin oH 152,15
O/ ¥

/O
7 | Siringaldehit 182,18
H3CO OCHjs
OH




Tablo 5’in devami
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O
Ho |
. . = OH
8 | Kafeik asit 198,17
HO
(0]
CH30 \ ”
9 | Ferulik asit Ij/\AOH 194,19
HO
10 | Katesin 290,27
HO.  conH
o
11 | Klorojenik asit wo T o 354,31
OH OH
OH
12 | Kuersetin 302,236
13 | Rutin 610,52
HsC <|3
14 | Troloks OH 250,29
HiC CHs
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Tablo 5’in devami

CH, OH CH;
CH,_| | cH,
c C
CHy cH,
15 | BHT 220,55
(:'H3

2.4. Bitkilerin Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak numuneler secilirken daha once laboratuarimizda yapilan
miinferit ¢alismalarda antioksidan aktivite gosteren ve literatiirde siklikla calisilan
numuneler tercih edilmistir. Ayrica renk Ol¢limii yapacagimiz igin segilen bitki
ekstraklarmin farkli renklere sahip olabilecek bitkiler olmasina dikkat edilmistir.
Calismada kullanilan yesil ¢ay, ithlamur, havaciva, nane, biberiye, zerdecal, kantaron,
sarisabir, 1sirgan otu, ebegiimeci, rezene ve ekinezya bitkileri 2013 yilinda Trabzon’ daki
bir aktardan satin alinmigtir. Aktardan ogiitlilerek satin alian toz halindeki bitkiler, tam
olarak kurumasi i¢in bitki kurutma tinitesinde 30 °C’de yaklagik 10 saat boyunca belli
araliklarla kanistirilarak kurutulmustur. Tamamen kurutulmus bu bitkilerin her birinden
10’ar g alinarak 100 mL c¢oziicii ile iki saat silireyle magnetik karistirict kullanilarak
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon islemi sonunda bitki ekstraktlari
oncelikle adi siizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra ikinci asamada mavi siizge¢ kagidindan
stiziilmistiir. Ekstraktlarin daha berrak olmasi i¢in son olarak siringa yardimiyla filtreden
(Minisart NY 25, NY 0.45 um) gegirilerek, ekstraktlar analiz yapilana kadar oda
sicakliginda, serin ve karanlik bir ortamda bekletilmistir.

Calismada kullanilan standartlar (gallik asit, protokatekuik asit, kafeik asit, katesin,
gentisik asit, siringik asit, BHT, Troloks, klorojenik asit, kuersetin, rutin, vanilin, benzoik
asit ve ferulik asit) ise yapilacak c¢alismaya gore farkli konsantrasyonlarda metanol

¢Oziiciisii ile hazirlanmustir.
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2.5. Antioksidan Standartlarin ve Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Aktiviteleri

Literatiirde mevcut bir¢ok ¢alismada, ¢alismamizda kullanilan standartlarin ve bitki
ekstraktlarinin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Re vd., 1999; Vinson
vd., 1995). Ayn1 zamanda laboratuarimizdaki ¢esitli arastirmalar ve miinferit ¢alismalarda
bu duruma esdeger sonuglar gostermistir. Calismadaki standartlar ve numunelerin klasik
yontemlerle (spektrofotometrik) DPPH* (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal temizleme ve
FRAP (Fe(Ill) Indirgeme/Antioksidan Giicii) degerleri iizerinden antioksidan aktiviteleri
belirlenmistir. Diger yandan yeni gelistirilen metod ile de spektrofotometrik yontemde
oldugu gibi DPPH* radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) temizleme ve FRAP (Fe(lll)
Indirgeme/Antioksidan Giicii) yontemleri uygulanmistir. Bu yeni yontemde farkli
konsantrasyondaki antioksidan aktivite gdsteren standartlar ve bitki ekstraktlar1 iITK tabaka
{izerine damlatilmis ve daha sonra ITK tabaka iizerinde reaktif ile etkilesim sonunda olusan

renk degerleri bir renk 6l¢lim programi yardimiyla degerlendirilmistir.

2.5.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Calismamizda antioksidan standartlar ve bitki ekstraktlarinda Cuendet vd. (1997)
tarafindan gelistirilen DPPH yontemi uygulanmistir. DPPH’ radikali (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal olup, calismamizda satin alinan bu

radikalin 2000 pM’lik metanolik ¢ozeltisi kullanilmistir.

2.5.1.1. Antioksidan Standartlar ve Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik
Yontemle DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

Analiz i¢in kullanilan bitki ekstraktlarinda (yesil c¢ay, thlamur, zerdecal, havaciva,
nane, yesil cay (¢oziicisii EtAc), sarisabir, biberiye ve kantaron) ve antioksidan
standartlarda (gallik asit, siringik asit, katesin, kuersetin, ferulik asit, protokatekuik asit,
Klorojenik asit, rutin, kafeik asit ve BHT) 2000 uM’lik DPPH ¢ozeltisi ile 6n denemeler
yapilarak farkli konsantrasyonlara sahip stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her biri igin
belirlenen baslangic (stok) konsantrasyonlarindan baslayarak 1:1 oraninda seyreltmek
suretiyle 5 farkli konsantrasyonda ve iki paralel olacak sekilde deney tiiplerine

pipetlemeler yapilmig ve tiiplerdeki ¢ozeltiler iizerine esit hacimlerde (750 pL) DPPH’
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coOzeltisi aktarilmistir. Tiiplerde ki karisimlar vorteks yardimiyla homojen bir sekilde
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
siiresi sonunda karisimlar 10 kat metanol ¢oziiciisii ile seyreltildikten sonra
spektrofotometre ile DPPH”in maksimum absorbans gosterdigi 517 nm’de absorbanslari
belirlenmistir. Belirlenen bu absorbans verileri Microsoft Excel programi kullanilarak
grafikler ¢izilmis ve bu grafiklerden her bir antioksidan standartlar ve bitki ekstraktlar1 i¢in

SCso degerleri mg/mL cinsinden hesaplanmuigtir.

2.5.1.1.1. SCsp Degerlerinin Bulunmasi

SCsp, radikal miktarini/absorbansini yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCs
degerinin bulunmasi ig¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle
calismalarda en az 3 farkli konsantrasyonda oOl¢iim yapilmistir. Numuneler yeterli
miktarlarda farkli konsantrasyonlarda hazirlanip absorbans oOlgiimleri yapilmis ve
absorbanslar konsantrasyona kars1 grafige gecirilmistir. Grafikten maksimum absorbansin
yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisiiren konsantrasyon miktari SCsg
(temizleme konsantrasyonu) degerini vermektedir. SCso degeri mg/mL veya pM gibi
birimlerle ifade edilebilmektedir. SCso degeri ile antioksidan aktivite arasinda ters oranti
bulunmaktadir. Yani SCsg degeri ne kadar kiiciikse antioksidan aktivite o kadar biiyiiktiir.
Bu durumun tersi de dogrudur.

Numunelere ait SCsp degerleri; artan numune konsantrasyonuna karsit 517 nm’deki
absorbanslar Microsoft Excel programinda grafige gegirilerek elde edilen grafik
denklemlerinden  hesaplanmigtir.  Asagida  “A”  standardi i¢in  elde edilen

absorbans/konsantrasyon grafiginden SCsg degerinin nasil hesaplandig1 gosterilmistir.
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Sekil 18. Farkli konsantrasyondaki A standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafiginden SCsg degerinin hesaplanmasi
(SCso = 10,0146 mg/mL)

2.5.1.2. Antioksidan Standartlar ve Bitki Ekstraktlarinda Damlatma Yontemi
ile DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPH radikal temizleme aktivitesi tayini igin gelistirilen bu yeni ydntemde
spektrofotometre ile yapilan tayinde kullanilan antioksidan standartlar ve bitki ekstraktlar
(numuneler) kullanilmistir. Damlatilarak yapilan DPPH testinde farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan antioksidan standartlar ve numuneler spektrofotometrik metotta oldugu gibi 750
uL olacak sekilde ve her biri 1:1 oraninda seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda tiiplere
aktarilmis ve iizerlerine esit hacimde DPPH ¢d6zeltisi (2000 uM) ilave edilmistir. Tiipteki
karisimlar karistirict ile karistirildiktan sonra 60 dk. inkiibasyona birakilmis ve bekletme
siiresi sonunda 3 paralel olacak sekilde ITK tabaka iizerine damlatilnustir. Standartlarin
numune korleri renksiz olduklart igin ITK plaka {izerinde renk degisimi gostermemislerdir.
Bu sebeple standartlarin kor denemeleri bu yeni yontem ile degerlendirilememistir. Bitki
ekstraktlari ise renkli olduklari i¢in onlarda numune korii (numune + ¢oziicii) calismasi da
yapilmistir. Bitki numunelerinin renkleri degerlendirilirken, DPPH radikali reaksiyonu
sonucu olusan renk degerlerinden bitkiden gelen renk degerleri yani kor degerleri ¢ikartilip
sonuglar bu sekilde degerlendirilmistir. Damlatma islemi tamamlandiktan sonra ITK
tabakanin tizerindeki spotlarin kurumasi i¢in 5 dk. oda sicakliginda beklettikten sonra HP
Deskjet Ink Advantage 2060 yazicisinin tarayici kismiyla gesitli renk ayarlart yapilarak
(parlaklik -100 ve karsitlik 85) resim olarak (JPEG) kaydedilmistir. Kaydedilen bu

goriintiiler Image J programi yardimiyla her bir paralelin renk degeri belirlenerek Excel
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programin da ortalamalar1 alinip, grafikleri ¢izilmistir. Olusan bu renk degeri-

konsantrasyon grafiklerinden CSCsy degerleri hesaplanmustir.

2.5.1.2.1. CSCsy Degerinin Hesaplanmasi

CSCsp renk degerini (yogunlugunu) yartya diisiiren, numune konsantrasyonu olarak
tanimlanabilir. SCsg degeri hesaplanirken oldugu gibi CSCsg degerini hesaplarken de farkli
konsantrasyonlarda ¢aligmak gerekir.

Calismada numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu hazirlanip renk
Olctimleri yapilir ve renk degerleri konsantrasyona karsi grafige gecirilir. Grafikten
maksimum renk degerinin yarisina karsilik gelen yani renk degerini yariya diisliren

konsantrasyon miktart CSCsy degerini vermektedir.

2.5.1.2.1.1. Dogrudan CSCsy Degerinin Hesaplanmasi Yontemi

CSCsp maksimum renk degerini (yogunlugunu) yartya diisiren, numune
konsantrasyonudur. Asagidaki grafikte bir “B” standardi” i¢in CSCsp degerinin

hesaplanmasi gosterilmistir.
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0,5
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03 |
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01 f I/
O I* | | | | 1 | | | |

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1

Renk degeri

Konsantrasyon (mg/mL.)

Sekil 19. Farkli konsantrasyondaki B standardinin Image J programi ile
Olciilen renk degerlerinin grafiginden CSCso degerinin
hesaplanmasi1 (CSCsp = 0,013 mg/mL)
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2.5.1.2.1.2. Tiirev Alimarak CSCsy Degerinin Hesaplanmasi Yontemi

Standart ve numunelerin CSCsy degerleri hesaplanirken hepsinin 1. dereceden tiirevi
alinarak yani renk degerlerinin farkinin konsantrasyon farkina boéliinmesiyle (A renk degeri /A
konsantrasyon) €lde edilmistir. Asagidaki grafikte “C” standardinin 1. dereceden tiirevi
alinarak elde edilen degerlere karsilik konsantrasyon grafiginden CSCsg degerinin nasil

hesaplandig1 gdsterilmistir.
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Sekil 20. Farkli konsantrasyondaki C standardinin tiirev formiili
kullanilarak CSCsp degerinin hesaplanmasi (CSCso = 0,35
mg/mL)

2.5.1.3. Standartlarin ve Baz1 Bitki Ekstraktlarimin DPPH Testindeki Reaksiyon
Kinetikleri

2.5.1.3.1. Standartlarin DPPH Testindeki Reaksiyon Kinetigi

DPPH radikali ile bir¢ok antioksidan standartlar kullanilarak, hem
laboratuvarimizdaki miinferit calismalarda hem de literatiirde yapilmis kinetik caligmalar
mevcuttur. Calismamizda bazi standartlar (gallik asit, Troloks, katesin, kuersetin, rutin,
BHT, protokatekuik asit, siringik asit, ferulik asit, klorojenik asit, gentisik asit ve kafeik
asit) kullanilarak, bu standartlarin optimize edilen 2000 uM konsantrasyondaki DPPH
radikali ile verdikleri kinetik degerler karsilastirilarak, reaksiyonun tamamlanma siiresi

optimize edilmistir.
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Bunun i¢in daha 6nce spektrofotometre ile absorbanslar1 Olgiiliip SCso degerleri
belirlenen yukaridaki paragrafta belirtilen standartlar bu SCsy degerlerinde hazirlanarak,
tiiplerde birebir oraninda DPPH radikali ile karistirildiktan sonra her bekleme siiresi
doldugunda 10 kat seyreltilerek belirli araliklarla (0-120 dk.) absorbans degerleri
okunmustur. Calismada DPPH radikali ¢ok yiiksek konsantrasyonda galigildigi i¢in bu
konsantrasyonda absorbans degeri 2 ve iizerinde ¢ikmaktadir. Bu sebeple reaksiyon bu
konsantrasyonda gergeklestirilmis ancak okuma yapilirken ¢oziicli (metanol) ile 10 kat
seyreltilip o sekilde absorbanslar1 belirlenmistir. Daha sonra belirlenen absorbans degerleri
kullanilarak siireye karsi reaksiyon kinetigi grafikleri cizilmistir. Calisma sonunda
reaksiyonun gerceklesme siiresi bu kinetik calisma ile belirlenip, biitiin ¢alismalarda bu

stire kullanilmastir.

2.5.1.3.2. Baz1 Bitki Ekstraktlarinin DPPH Testindeki Reaksiyon Kinetigi

Standartlarin  kinetik c¢alismast tamamlandiktan sonra, genel olarak bitki
ekstraktlarinin reaksiyon kinetigini nasil etkiledigini gérmek amaciyla 3 metanolik bitki
ekstrakt1 ile calisma yapilmistir. Bu {i¢ bitki secilirken, daha once spektrofotometrik
yontem ile antioksidan aktiviteleri belirlenmis olan numuneler arasindan antioksidan
aktivitesi yiiksek, orta ve diisiik olan bitkilerden birer tane ile yapilmistir. Secilen
numunelerden en yiliksek aktiviteye sahip olan yesil ¢ay 0,18 mg/mL, orta derecede
aktiviteye sahip olan zerdegal 0,38 mg/mL ve diisiik aktivite de olan sarisabir 4,02 mg/mL
konsantrasyonlarinda calisilmistir. Standartlar ile yapilan kinetik ¢alismasinda oldugu gibi
yukarida belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan numuneler ile 2000 uM konsantrasyonda
ki DPPH radikali 1:1 oraninda karstirtlmis ve bekleme siiresi doldugunda 10 kat
seyreltilerek, belirli araliklarla (0-120 dk.) absorbans degerleri okunmustur. Daha sonra bu
absorbans degerleri siireye karsi grafiklere gecirilerek, her biri i¢in reaksiyon kinetigi

grafikleri ¢izilmistir.
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2.5.1.4. Yeni Gelistirilen Damlatma Yontemi ile DPPH Radikal Temizleme
Aktivitesi Tayini I¢in Yapilan Optimizasyonlar

2.5.1.4.1. Tarayiaa ve Renk Olgiim Programmm (Image J) Ozelliklerinin
Optimizasyonu

Calismanin tamami HP Deskjet Ink Advantage 2060 yazicis1 ve bu yazicinin tarayici
kismi kullanilarak yiiriitiilmistiir. Yeni gelistirilen damlatma ve piiskiirtme caligsmalari
cesitli kagitlar iizerinde denenmis fakat ¢ok iyi sonug alinamamistir. Bunun i¢in gelistirilen
yeni antioksidan yontemler ITK tabaka (silika gel 60 ve silika gel Fss) ile yiiriitiilmiistiir.
Damlatma ve yazdirma sonucu tabaka iizerinde olusan renkler ise renk ol¢lim programi
olan Image J programi kullanilarak degerlendirilmistir. Yapilan 6n denemeler ile ITK
tabaka tizerindeki olugan spotlarin, hacimlerine gore en uygun renk 6l¢iim alaninin DPPH
testi icin 1572 ve FRAP testi icin ise 2100 olmasina karar verilmistir. Bundan sonraki
biitiin ¢aligmalarda da her test i¢in belirlenen degerler kullanilarak Image J programu ile
renk degerleri dl¢iiliip, grafiklere gegirilmistir.

Tarayic1 ayarlan stirekli degistirilerek, yapilan 6n denemeler sonucunda en 1iyi
gorlintiiyli verdigi i¢in parlaklik -100 ve karsitlik 85 olarak belirlenmistir. Calismada
tarayici ile kaydedilen biitiin goriintiiler (ITK tabaka iizerindeki) bu 6zelliklerde ayarlanip
kaydedilmigtir. DPPH ve FRAP testinin her ikisinde de bu ayarlara gore renk degerleri

belirlenmistir.

2.5.1.4.2. DPPH* Radikalinin Calisma Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Yeni damlatma metodu igin Oncelikle, ayni sartlar1 saglamak adina DPPH
konsantrasyonu optimize edilmistir. Bu amagla DPPH radikali 50-2000 M konsantrasyon
araliklarinda es konsantrasyondaki gallik asit ve Troloks standartlari ile birebir oraninda
karigtirllarak, 60 dakika inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi sonrasinda ii¢ paralel
seklinde ITK tabaka iizerine damlatilmistir. ITK tabaka 5 dk. oda sicakliginda kurumasi
i¢in bekletildikten sonra taratilarak resim olarak kaydedilmistir. ITK plaka iizerindeki renk
degerleri belirlendikten sonra {i¢ paralelin renk degerlerinin ortalamasi alinarak grafikler

cizilmigtir. Cizilen konsantrasyon-renk degeri grafiklerinden DPPH radikalinin en iyi
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goriintii verdigi konsantrasyon belirlenmistir. Bu sekilde belirlenen DPPH konsantrasyonu

bundan sonra yapilan biitiin ¢alismalarda kullanilmistir.

2.5.1.4.3. Damlatma Hacminin (Damla Hacminin) Belirlenmesi

DPPH radikalinin hangi konsantrasyonu ile c¢alisilacagi belirlendikten sonra
damlatma islemi yapilirken damla hacminin yani mikropipet ile pipetlenecek miktarin
belirlenebilmesi icin  denemeler yapilmistir. Calisma, optimize edilen DPPH
konsantrasyonunda ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks standardi ile
yapilmustir. Farkli konsantrasyonlardaki (25-1500 uM) Troloks standardi esit miktardaki
DPPH radikali ile deney tiiplerinde karistirilmis ve inkiibasyon siiresinin (60 dk.)
tamamlanmas1 sonunda 3’er paralel olacak sekilde farkli hacimlerde (5-10-15-20-30-50-
100 pL) bir mikropipet (10-100 uL) yardimiyla iTK tabaka {izerine damlatilmistir. ITK
tabaka kuruduktan sonra taratilmis ve veriler resim olarak kaydedilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda damlatma hacmi belirlenmis ve calismalarin hepsinde bu
damlatma hacmi kullanilmistir.

Damlatma hacminin belirlendigi bu ¢aligmanin yaninda kaydedilen goriintiiler ile
baska bir calismada yapilmis, bu calismada kaydedilen goriintiiler iki sekilde
degerlendirilmistir. ITK tabaka iizerinde olusan spotlar Image J programimin ayarlarindan
halka hacmi 1572 olacak sekilde secilmistir. Renk degerleri okunurken bir ¢alismada biitiin
spotlarin tam orta kisimlarinin renk degerleri okunmus, diger c¢alismada ise her spotun
rastgele bolgelerinin renk degerleri okunmustur. Yapilan bu iki calismanin verilerinin
konsantrasyon-renk degeri grafikleri ¢izilerek sonuglari karsilagtirilmastir.

Yapilan bu caligma sonunda hem en iyi damla hacmi belirlenmis hem de farkli
hacimlerde olusan bu spotlarin renk degerlerinin nasil okunacagi belirlenmistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda hem kullanilan kimyasal miktarin1 en aza indirgemek hem de
renk degerinin en iyi belirlenebilinecegi hacim olmasi agisindan damlatma hacmi optimize

edilmisgtir.
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2.5.1.4.4. Reaksiyonun Ger¢eklesme Ortaminin Belirlenmesi

Kinetik ¢aligma ile reaksiyon siiresi belirlendikten sonra reaksiyonun gerceklesmesi
icin hangi ortamda olmast gerektigi belirlenmistir. Bu ¢aligma i¢in belirlenen
konsantrasyondaki DPPH radikali ile 0,5-20 mM konsantrasyonlarinda hazirlanan
siringaldehit standardr kullanilmistir. Bunun i¢in yapilan ilk c¢aligmada yaygin olarak
uygulanan spektrofotometrik yontemdeki gibi reaksiyon tiip icinde gerceklesmis ve
inkiibasyon siiresi dolduktan sonra ITK tabaka iizerine damlatilmistir. Belirli araliklarla (0-
60 dk.) yeniden damlatilip kaydedilmistir. Dolayisiyla ITK dolgu maddesinin (silika)
reaksiyona etkisi olmamuistir. Diger calismada ise farkli konsantrasyonlardaki siringaldehit
standard reaktifle tiipte karistirildiktan hemen sonra iTK tabaka iizerine damlatilmistir. Bu
ITK tabaka ayni ilk calismadaki gibi belirli siirelerle taratilmis ve kaydedilmistir. Yapilan
ikinci ¢alismada reaksiyon tamamen ITK tabaka iizerinde gerceklesmis ve bu duruma iTK

dolgu maddesinin etkisinin olup-olmadig tespit edilmistir.

2.5.1.5. Farkh Ozellikteki ITK’larin Reaksiyona EtKkisi

ITK farkinin reaksiyona etkisi incelenirken laboratuvarimizda bulunan iki farkl
ozellikteki ITK Silika gel 60 ve ITK Silika gel 60 Fs4 tabakalar1 kullanilmistir. Calisma
2000 uM konsantrasyonunda DPPH radikali ile farkli konsantrasyondaki (0,5-20 mM)
siringaldehit standardi ile yapilmistir. Farkli konsantrasyondaki metanolik siringaldehit
cozeltilerinden tiiplere 750°ser pL aktarildiktan sonra iizerlerine esit miktarda DPPH
radikali (750 pL) ilave edilmistir. Calismada farkli iITK larin reaksiyonu nasil etkilediginin
yani sira reaksiyonun gerceklesme (ITK {izerinde ve tiipte) ortaminin farkliliklar1 da
belirlenmistir. Bunun i¢in belirli aralikla (0-60 dk.) hem tiiplerde bekletilerek damlatilmis
hem de ITK tabaka iizerinde bekletilerek, bu iki farkli ITK tabaka ile ¢alismalar
yapilmistir. Tiplerde bekletilen ¢ozeltilerin her bekleme siiresi sonunda tiiplerden 15°ser
uL alinarak ii¢ paralel olacak sekilde her iki farkli ozellikteki ITK tabaka iizerine
damlatilmistir. ITK tabakalar 5 dakika oda sicakhiginda kurumaya birakildiktan sonra
tarayici ayarlart yapilip kaydedilmistir. ITK tabaka iizerinde beklemede ise standart ve
DPPH radikali tiiplerde karistirildiktan sonra 15°ser plL alinarak hemen ii¢ paralel olacak
sekilde her iki farkl1 6zellikteki ITK tabaka iizerine damlatilmis ve belirli araliklarla (0-60
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dk.) taratilmis sonuclar gerekli ayarlar yapildiktan sonra Image J programi kullanilarak

renk degerleri belirlendikten sonra grafikler ¢izilmistir.

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

1986 yilinda Oyaizu tarafindan kullanilan yonteme gore indirgeme kuvveti,
numunelerin dolayli olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe™ — Fe*?
indirgenmesi ile meydana gelen Fe*?, 595 nm'de absorbans veren Ks(Fe)CNs renkli
kompleksini olusturur. Bu yontem daha sonralart TPTZ kullanilmasiyla gelistirilmistir

(Benzie ve Strain, 1996).

2.5.2.1. Standartlar ve Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Yontem ile
Demir (IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

FRAP tayininde ¢alisilan standartlarin (benzoik asit, vanilin, katesin, ferulik asit,
klorojenik asit, BHT, siringik asit, protokatekuik asit, kafeik asit ve gallik asit) ve
numunelerin (1sirgan otu, ebeglimeci, rezene, sarisabir, thlamur, ekinezya, kantaron, yesil
cay, havaciva, zerdecal, nane ve biberiye) farkli konsantrasyondaki metanolik ¢ozeltileri
kullanilmustir. Ayrica ¢oziicii etkisinin de goriilebilmesi adina metanolik ekstraktlarin yan
sira yesil ¢ay, 1sirgan otu ve thlamur bitkilerinin etil asetat ekstraktlarida hazirlanmstir.
FRAP testi icin yapilan On denemeler baz alinarak biitiin standartlar 400 uM
konsantrasyonunda ve bitki ekstraktlari ise 1mg/mL konsantrasyonunda caligilmistir.

Standart kalibrasyon grafigini elde etmek icin antioksidan madde olan Troloks 5
farkli konsantrasyonda seyreltilerek (1000 - 500- 250- 125- 62,5 uM) ¢alisilmustir.

Numune (bitki ekstraktlari) ve standart ¢ozeltileri i¢in hazirlanan deney tiiplerine {i¢
paralel olacak sekilde once 50°ser uL numune ya da standart ¢ozeltileri aktarilmustir.
Reaktif korii tiiplerine numune yerine 50’ser uL ¢oziiciileri (metanol ve etil asetat)
aktarilmigtir. Numune korii tiiplerine ise 50’ser uL numune ya da standart c¢ozeltileri
aktarildiktan sonra FRAP reaktifi yerine FRAP ¢oziiciisii olan %60 metanolli saf su (1,5
mL) ilave edilmistir. Sonrasinda; numune kori tiipleri disindaki tiim tiiplere 20 saniye
araliklarla tek tek 1,5 mL taze olarak hazirlanmis FRAP reaktifi eklenerek, vortekslenmis

ve 20 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda ilk pipetlenen tiipten bagslanarak 20.
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dakikasi dolan tiip almip plastik kiivete aktarilmis ve absorbans degerleri 595 nm’de
okunmustur.

Sonuglar, indirgeme potansiyeli yiliksek ve ayn1 zamanda standart antioksidan madde
olan Troloks ile karsilastirilarak pM Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)
cinsinden hesaplanarak yorumlanmistir. Bunun i¢in de bazi hesaplamalar yapilmstir:
Standart ve numune ¢o6zeltilerinin farkli konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans
degerleri spektrofotometrik olarak Olgiilip (595 nm’de), degerler Microsoft Excel
programina gegcirilerek her bir standart grafik denkleminden (y=ax+b) yararlanilarak uM
TEAC degerleri hesaplanmistir. Bu yontemde, artan absorbans degeri artan indirgeme
kuvvetini gosterir. FRAP degeri= (Numune absorbansinin karsilik geldigi [Troloks]) uM

olarak gosterilmistir.

2.5.2.2. Standartlarin ve Bazi Bitki Ekstraktlarinin FRAP Testindeki Reaksiyon
Kinetikleri

2.5.2.2.1. Standartlarin FRAP Testindeki Reaksiyon Kinetigi

FRAP testi ile reaksiyon kinetiginin belirlenmesinde 11 farkli standart kullanilmistir.
Kullanilan standartlarin konsantrasyonlar1 belirlenirken, 6n denemeler yapilmis ve daha
once laboratuvarimizda yapilan miinferit calismalar dikkate alinmistir. Bu sekilde farkli
konsantrasyonlara sahip 11 standardin metanolik ¢ozeltileri hazirlanmis ve daha sonra
Tablo 4 ‘te gosterildigi gibi FRAP reaktifi taze olarak hazirlanmigtir. Calismada ayrica
numune korii (numune + 2:3 oraninda su: metanol karigimi) ve reaktif korii (numune
¢oziiclisiit + FRAP reaktifi)’niin de kinetik degerleri belirlenmistir. Bunun igin 120 dakika
boyunca belirli araliklarla spektrofotometre kullanilarak 595 nm’de absorbans ol¢iimii
yapilmistir. Elde edilen verilerle Microsoft Excel programinda zamana bagli toplam

absorbans degisimi grafikleri ¢izilmistir.

2.5.2.2.2. Baz1 Bitki Ekstraktlarinin FRAP Testindeki Reaksiyon Kinetigi

Bu c¢alismada spektrofotometrik yontemde oldugu gibi yapilan FRAP testinde
antioksidan aktiviteleri yiiksek, orta ve diisiik derecede olan numunelerden birer tane

secilmistir. Se¢ilen numunelerden en yiiksek aktiviteye sahip olan yesil ¢ay 0,18 mg/mL,
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orta derecede aktiviteye sahip olan zerdecal 0,38 mg/mL ve diislik aktivite de olan sarisabir
3 mg/mL konsantrasyonlarinda calisilmistir. Calismada taze hazirlanan FRAP reaktifi ile
numune ve reaktif korii de yapilarak ¢aligma yiiriitiilmiistiir. 0-120 dakika araliginda belirli
stirelerde 595 nm’de her birinin absorbans degerleri belirlenmis ve daha sonra elde edilen
bu degerlerle siireye karsi reaksiyon kinetigi grafikleri ¢izilmistir.

FRAP testi ile antioksidan aktivite belirlenirken FRAP reaktifinin her ¢alismada taze
olarak hazirlanmas1 ve bekletilmemesi gerekmektedir. Bitki ekstraktlarinin reaksiyon
kinetiginin belirlendigi calismaya ek olarak, kullanilan reaktifin bozunma hizina gore
reaksiyon kinetiginin nasil degistigini gosteren bir ¢alisma yapilmistir. Bu calismada en
ylksek antioksidan aktiviteye sahip olan yesil ¢ay (0,18 mg/mL) ve en diisiik aktiviteye
sahip olan sarisabir (3 mg/mL) bitki ekstraktlarinin uzun siire bozunmayan ve hizlt bir

sekilde bozunan iki tiirlii FRAP reaktifi hazirlanarak reaksiyon kinetikleri takip edilmistir.

2.5.2.2. Standartlar ve Bitki Ekstraktlarinda Damlatma Yontemi ile Demir (111)
indirgeme/Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

Standart ve numunelerin spektrofotometrik ve damlatma yontemiyle FRAP tayini es
zamanda yiriitilmistiir. Dolayisiyla damlatma yontemiyle FRAP tayini yapilirken
spektrofotometrik yontemde oldugu gibi aynt numune ve standartlar benzer
konsantrasyonlarda c¢alisilmistir. Spektrofotometrik yontemle absorbans degerleri
belirlenen tliplerden ayn1 anda 15’er pL. alinarak her biri (reaktif korii ve numune korii)
3’er paralel olacak sekilde ITK tabaka iizerine damlatilmistir. Spektrofotometrik yéntemde
oldugu gibi standart olarak kullanilan Troloks ayni sekilde 5 farkli konsantrasyonda
damlatilmistir. FRAP reaktifi saf su igerdigi i¢in ITK tabakaya damlatildiktan sonra
kurumas: i¢in 7 dakika bekletilip, kuruduktan sonra taratilmis ve gerekli goriintii ayarlari
(parlaklik -100 ve karsitlik 85) yapildiktan sonra kaydedilmistir. Daha sonra kaydedilen
resimler Image J programi yardimi ile renk 6l¢iim halkasinin hacmi 2100 olarak ayarlanip
her birinin renk degerleri belirlenmistir. Degerler Microsoft Excel programina gecirilerek
paralellerin ortalamasi alinmis ve grafikler ¢izilmistir. Standart Troloks grafiginin esitlik
denkleminden yararlanilarak her standart ve numune i¢cin uM CTEAC degerleri

hesaplanmustir.
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2.6. Yazici ile Piiskiirtme Calismasi

2.6.1. Piiskiirtme Calismas1 Oncesinde Yapilan Optimizasyonlar

Piiskiirtme c¢alismasinda HP Deskjet Ink Advantage 2060 yazici kullanilmistir.
Calismada oncelikle yaziciya ait 704 numarali renkli ve siyah kartuslarin kapaklari dikkatli
bir sekilde acilmis ve daha sonra kartuslar igindeki silingerler ¢ikartilmistir. Ayrica
kartuslar igindeki renk hazneleri {izerini Orten 6zel kagitlar kopartilmis ve igindeki
miirekkeplerin temizlenmesi i¢in alkollii suda bekletilmistir (2 giin boyunca). Kartuslarin
tamamen miirekkepten arindigini yani temizlendigini garantiledikten sonra caligmalara
baslanmistir.

Bu calismada oncelikle kartus bolmeleri ile ilgili bir ¢ok optimizasyon islemi
yapilmistir. Bunun i¢in hangi kartusa ve kartusun hangi renk bolmesine DPPH radikalinin
ve hangi kartusa numune konulacagi belirlenmistir. Yapilan denemelerde DPPH
radikalinin renkli kartusun her ii¢ bolmesine (sart, mavi ve kirmizi) konulup standart
numunenin ise siyah kartusa konulup yazdirildigr zaman goériintiiniin daha belirgin oldugu
tespit edilmistir.

Kartuslar belirlendikten sonra ITK tabaka (ITK silika gel 60) iizerine yazdirma say1st
optimize edilmistir. Bunun i¢in bir ¢ok sayida ve sirada denemeler yapilmistir. Yapilan
calismanin sonunda 6nce numune ve daha sonra DPPH radikali olmak tizere ve bu sekilde
ard arda 10 kere yazdirilmasina karar verilmistir.

Calismada kartus bolmelerinin yeri ve yazdirma sayisi belirlendikten sonra DPPH
radikalinin c¢alisma konsantrasyonu belirlenmistir. Bunun ic¢in goriintii kalitesinin en
yliksek ve madde sarfiyatinin en az oldugu DPPH radikali konsantrasyonu tespit edilmistir.
Calismada oOncelikle Windows power point programinda ayarlanan % saydamlik
sekillerine gore yazdirilma yapilmistir. Renkli kartusun ii¢ bolmesine de DPPH radikali
konulup Sekil 22’ye gore sabit yiizdede (%0), siyah kartusa da es konsantrasyonda standart
konularak, % saydamlik ayarlari 1’er arttirilarak (Sekil 21), optimize edilen sayida ve
sirada ITK tabaka iizerine yazdirilmistir. Daha sonra ITK tabaka tarayici ile taratildiktan
sonra resim olarak kaydedilmis olusan goriintii renk Ol¢iim programi olan Image J
programi ile degerlendirilmistir. Belirlenen degerlerle grafikler ¢izilerek DPPH radikalinin
calisma konsantrasyonunun 3000 puM olmasina karar verilmistir. Piliskiirtme c¢alismasi

belirlenen bu DPPH konsantrasyonununda ytiriitiilmiistiir.
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Sekil 21. Standartlar igin %1 oraninda artan saydamlik degerlerine
gore hazirlanan ve yazdirilan diagram

Sekil 22. DPPH radikali i¢in %1 oraninda artan saydamlik
degerlerine gore hazirlanan ve yazdirilan diagram

2.6.2. Baz1 Antioksidan Standartlar ile Yapilan Spektrofotometrik, Damlatma
ve Piiskiirtme Calismalari

DPPH radikalinin ¢alisma konsantrasyonu belirlendikten sonra bu konsantrasyonda
protokatekuik asit ve Troloks standartlari ile ¢caligmalar yapilmistir. Optimize edilen sartlar
uygulanarak yazict Kkartuslart yardimiyla bu standartlar ITK tabaka iizerine

puskiirtiilmiistiir. Ayni standartlar ile ayni konsantrasyonlarda spektrofotometrik ve
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damlatma calismalar1 da yapilarak bu iki standart ile yapilan ii¢ farkli calisma
degerlendirilmis ve sonuglar karsilastirilmastir.

Ilk olarak piiskiirtme ¢aligmast igin secilen protokatekuik asit ve Troloks standartlari
ile spektrofotometrik caligma yapilmistir. Pliskiirtme calismast icin belirlenen DPPH
radikalinin konsantrasyonunda (3000 uM), spektrofotometre kullanilarak her iki standardin
SCsp degerleri belirlenmistir. Calismada oncelikle 3000 uM’lik DPPH c¢ozeltisi ile 6n
denemeler yapilarak farkli konsantrasyonlara sahip stok c¢ozelti konsantrasyonlar
belirlenmistir. Her biri igin belirlenen baslangi¢ (stok) konsantrasyonlarindan baslayarak
1:1 oraninda seyreltmek suretiyle 5 farkli konsantrasyonda ve iki paralel olacak sekilde
deney tiiplerine pipetlemeler yapilmistir. Daha sonra tliplerdeki ¢ozelti iizerlerine esit
hacimlerde (750 pL) DPPH’ ¢ozeltisi aktarilmustir. Tiplerdeki karisimlar vorteks
yardimiyla karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda karisimlar 15 kat metanol ¢oziiciisii ile seyreltildikten sonra
spektrofotometre ile DPPH”in maksimum absorbans gosterdigi 517 nm’deki absorbans
degerleri belirlenmistir. Belirlenen bu absorbans verileri Microsoft Excel programinda
grafikler cizilerek bu grafiklerden her bir antioksidan standart i¢in SCsy degerleri mg/mL
cinsinden hesaplanmustir.

Ayrica puskiirtme ¢alismasinda kullanilan bu iki standart (Troloks ve protokatekuik
asit) icin 3000 pM DPPH konsantrasyonunda damlatma ¢aligmasit yapilmistir.
Damlatilarak yapilan DPPH testinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks ve
protokatekuik asit standartlar1 spektrofotometrik metotta oldugu gibi 750 pL olarak her biri
5 farkli konsantrasyonda tiiplere aktarilmis ve tizerlerine esit hacimde DPPH radikali ilave
edilmistir. Tiipteki karigimlar karistiricr ile karistirildiktan sonra 60 dakika inkiibasyona
birakilmis ve bekletme siiresi sonunda ii¢ paralel olacak sekilde ITK tabaka iizerine
damlatilmistir. Damlatma islemi tamamlandiktan sonra ITK tabakanin {izerindeki spotlarm
kurumasi i¢in 5 dk. oda sicakliginda beklettikten sonra tarayici ile cesitli renk ayarlar
yapilarak (parlaklik -100 ve karsitlik 85) resim olarak (JPEG) kaydedilmistir. Kaydedilen
bu goriintiiller Image J programi yardimiyla her bir paralelin renk degeri belirlenerek
Microsoft Excel programi kullanilarak ortalamalari alinip, grafikleri ¢izilmistir. Olusan bu
renk degeri-konsantrasyon grafiklerinden Troloks ve protokatekuik asit i¢in CSCsp
degerleri hesaplanmustir.

Spektrofotometrik ve damlatma ¢aligmalar1 ile SCsp ve CSCsg degerleri belirlenen iki

standardin, yapilan optimizasyonlar ile piiskiirtme c¢alismasi yapilmistir. Piiskiirtme
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calismasi i¢in metanol ¢6ziictisii ile 3000 pM konsantrasyonunda DPPH radikali ile es
konsantrasyonda Troloks ve protokatekuik asit standartlar1 hazirlanmistir. Renkli kartusun
ti¢ bolmesine de DPPH radikali, siyah kartusa ise antioksidan standart konulmustur. Daha
sonra yaziciin arka kismina yerlestirilen ITK tabaka iizerine power pointte saydamlik
ayar1 % 1 oraninda degisecek sekilde hazirlanan Sekil 21 ve Sekil 22’ye gore bilgisayardan
komut verilerek yazdirilmistir. Yazdirma isleminde once DPPH radikali (yani renkli
kartug-sar1 renk) sonra siyah renk yazdirilmak kosuluyla 10 kere ard arda yazdirilmistir.
Sonra ITK tabaka tarayici ile taratilmistir. Kaydedilen goriintii Image J programi ile

degerlendirilip, renk degeri-% saydamlik grafikleri ¢izilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Antioksidan Standartlarin Spektrofotometrik Yontemle Belirlenen DPPH
Radikal Temizleme Aktiviteleri

Farkli konsantrasyonlarda calisilan BHT, klorojenik asit, ferulik asit, gallik asit,
kafeik asit, katesin, kuersetin, protokatekuik asit, rutin ve siringik asit gibi antioksidan
standartlarin spektrofotometrik yontem ile 517 nm’de verdigi absorbans sonuglarindan

mg/mL cinsinden SCsy degerlerinin hesaplandigi konsantrasyon-absorbans grafikleri Sekil

23-32 de verilmistir.
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Sekil 23. Farkli konsantrasyondaki BHT standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,07243 mg/mL)
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Sekil 24. Farkli konsantrasyondaki klorojenik asit standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0753 mg/mL)
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Sekil 25. Farkli konsantrasyondaki ferulik asit standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0690 mg/mL)
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Sekil 26. Farkli konsantrasyondaki gallik asit standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0141 mg/mL)
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Sekil 27. Farkli konsantrasyondaki kafeik asit standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0372 mg/mL)
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Sekil 28. Farkli konsantrasyondaki katesin standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0329 mg/mL)
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Sekil 29. Farkli konsantrasyondaki kuersetin standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0453 mg/mL)
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Sekil 30. Farkli konsantrasyondaki protokatekuik asit standardinin 517
nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0476
mg/mL)
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Sekil 31. Farkli konsantrasyondaki rutin standardinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0885 mg/mL)
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Sekil 32. Farkli konsantrasyondaki siringik asit standardinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,0334 mg/mL)
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Elde edilen bu absorbans-konsantrasyon grafiklerinden her bir standart igin
maksimum absorbans degerini yartya diisiiren numune konsantrasyonu yani SCsp degerleri
hesaplanmistir. Calisilan standartlar arasinda karsilagtirma yapildiginda SCso degeri en
kiiclik olan yani antioksidan aktivitesi en yiiksek olan standart gallik asit standardi ve tam
tersi yorum yapildiginda da en yliksek SCsg degerine sahip olan yani antioksidan aktivitesi

en diisiik olan standart ise rutin standardi oldugu goriilmektedir.

3.2. Antioksidan Standartlarin Damlatma Yontemi ile Belirlenen DPPH Radikal
Temizleme Aktiviteleri

Farkli konsantrasyondaki antioksidan standartlarin yeni gelistirilen damlatma
yonteminde Image J programiyla belirlenen renk degerlerinin grafikleri cizilerek, bu renk
degeri-konsantrasyon grafiklerinden CSCsy degerlerinin nasil bulundugu Sekil 33-60 de ve
daha iyi sonu¢ aldigimiz tiirevlendirme islemi yapilarak elde edilen CSCsy degerleri
grafikleri ise Sekil 34-61’de verilmistir. Damlatma ydntemi uygulanarak ITK tabaka
tizerine damlatilan hem dogrudan hem de tiirevlendirilerek CSCsy degerlerinin
hesaplandig1 resimler Sekil 35-62 de gosterilmistir. Her standart farkli konsantrasyonlardan
baslayarak 1:1 oraninda seyreltilmek suretiyle 7 farkli konsantrasyonda 3 paralel olacak
sekilde damlatilmistir. Calismada kullanilan standartlar renksiz olduklari i¢in onlarda kor

(numune+¢dziicii) calismast yapilamamustir.
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Sekil 33. Farkli konsantrasyondaki BHT standardinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,13 mg/mL)
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Sekil 34. Tiirev yontemi kullanilarak BHT standardinin CSCsg degerinin
hesaplandig grafik (CSCsp = 0,165 mg/mL)

Sekil 35. 3000 uM konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan BHT standardinin goriintiisii
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Sekil 36. Farkli konsantrasyondaki klorojenik asit standardinin Image J
programi ile Ol¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,089
mg/mL)
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Sekil 37. Tiirev yontemi kullanilarak klorojenik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,090 mg/mL)

Sekil 38. 1000 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan klorojenik asit standardinin

goruntisu
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Sekil 39. Farkli konsantrasyondaki ferulik asit standardinin Image J
programi ile Olciilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,112
mg/mL)
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Sekil 40. Tirev yontemi kullanilarak ferulik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,155 mg/mL)

Sekil 41. 2000 pM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka tlizerine damlatilan ferulik asit standardinin goriintiisii
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Sekil 42. Farkli konsantrasyondaki gallik asit standardinin Image J
programi ile Slgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,028
mg/mL)



56

5600
4800
4000
3200
2400
1600

Arenk degeri/Akonsantrasyon
(o]
o
o

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 43. Tirev yontemi kullanilarak gallik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsq = 0,042 mg/mL)

Sekil 44. 500 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka tizerine damlatilan gallik asit standardinin goriintiisii
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Sekil 45. Farkli konsantrasyondaki kafeik asit standardinin Image J
programi ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,048
mg/mL)
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Sekil 46. Tiirev yontemi kullanilarak kafeik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandig1 (CSCsp = 0,065 mg/mL)

Sekil 47. 750 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka tlizerine damlatilan kafeik asit standardinin goriintiisii
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Sekil 48. Farkli konsantrasyondaki katesin standardinin Image J programi
ile dl¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 0,070 mg/mL)
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Sekil 49. Tiirev yontemi kullanilarak katesin standardinin CSCsp degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,075 mg/mL)

Sekil 50. 1000 pM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka tlizerine damlatilan katesin standardinin goriintiisii
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Sekil 51. Farkli konsantrasyondaki kuersetin standardinin Image J
programut ile dlgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,092
mg/mL)
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Sekil 52. Tirev yontemi kullanilarak kuersetin standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,110 mg/mL)

Sekil 53. 1000 pM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka tlizerine damlatilan kuersetin standardinin goriintiisii
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Sekil 54. Farkli konsantrasyondaki protokatekuik asit standardinin Image J
programi ile olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,051
mg/mL)
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Sekil 55. Tiirev yontemi kullanilarak protokatekuik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,072 mg/mL)

Sekil 56. 1000 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka tizerine damlatilan protokatekuik asit standardinin goriintiisti
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Sekil 57. Farkli konsantrasyondaki rutin standardinin Image J programu ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,135 mg/mL)
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Sekil 58. Tiirev yontemi kullanilarak rutin standardinin CSCsg degerinin
hesaplandig: grafik (CSCsp = 0,160 mg/mL)

Sekil 59. 1000 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka tlizerine damlatilan rutin standardinin goriintiisii
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Sekil 60. Farkli konsantrasyondaki siringik asit standardinin Image J
programut ile Olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,054
mg/mL)
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Sekil 61. Tiirev yontemi kullanilarak siringik asit standardinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,060 mg/mL)

Sekil 62. 500 uM konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek ITK
tabaka iizerine damlatilan siringik asit standardinin goriintiisii

Damlatma yontemi uygulanilarak elde edilen 1. dereceden tiirevlendirme-
konsantrasyon grafiklerinden her bir standart i¢in maksimum renk degerine karsilik gelen
konsantrasyondan CSCsp degerleri hesaplanmistir. Caligilan  standartlar  arasinda
karsilagtirma yapildiginda, spektrofotometrik yontemle SCso degerlerinin hesaplamasinda
oldugu gibi CSCsg degeri en kiiciik olan yani antioksidan aktivitesi en yiiksek olan standart
gallik asit standardi ve tam tersi yorum yapildiginda da en yiiksek CSCsp degerine sahip
olan yani antioksidan aktivitesi en diisiik olan standart spektrofotometrik teste rutin

damlatma teste ise ¢ok yakin degerde olan BHT standardi oldugu goriilmiistiir.



63

3.3. Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Yontemle Belirlenen DPPH
Radikal Temizleme Aktiviteleri

Farkli konsantrasyonda hazirlanan metanollii ve etil asetath (EtAc) bitki
ekstraktlarinin spektrofotometrik yontem ile 517 nm’de verdigi absorbans sonuglarindan

SCso degerlerinin hesaplandigi grafikler Sekil 63-71 de verilmistir.
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Sekil 63. Farkli konsantrasyondaki kantaron ekstraktinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 1,1960 mg/mL)
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Sekil 64. Farkli konsantrasyondaki nane ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,2399 mg/mL)



64

1,4
1,2

’

y =-0,2985x + 1,1881
R%=0,9948

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

Abs. (517 nm)

0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 65. Farkli konsantrasyondaki sarisabir ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 1,9901 mg/mL)
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Sekil 66. Farkli konsantrasyondaki yesil ¢ay ekstraktinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCsp = 0,052 mg/mL)
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Sekil 67. Farkli konsantrasyondaki biberiye ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,221 mg/mL)
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Sekil 68. Farkli konsantrasyondaki zerdegal ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,130 mg/mL)
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Sekil 69. Farkli konsantrasyondaki yesil ¢cay (EtAc) ekstraktinin 517 nm’de
verdigi absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,480 mg/mL)
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Sekil 70. Farkli konsantrasyondaki havaciva ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,087 mg/mL)
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Sekil 71. Farkli konsantrasyondaki thlamur ekstraktinin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafigi (SCso = 0,08 mg/mL)

Absorbans-konsantrasyon grafiklerden her bir bitki ekstrakti i¢in maksimum
absorbans degerini yariya diisiiren numune konsantrasyonu yani SCso degerleri
hesaplanmistir. Calisilan numuneler arasinda karsilastirma yapildiginda SCsp degeri en
kiiciik olan yani antioksidan aktivitesi en yiiksek olan numune metanol ekstraktl yesil cay
ve tam tersi yorum yapildiginda da en yiiksek SCsp degerine sahip olan yani antioksidan

aktivitesi en diisiik olan numune ise sarisabir (Aloe vera) olmustur.

3.4. Bitki Ekstraktlarinda Damlatma Yontemi ile Belirlenen DPPH Radikal
Temizleme Aktiviteleri

Farkli konsantrasyondaki bitki ekstraktlarinin (numune) yeni gelistirilen damlatma
yonteminde Image J programiyla belirlenen renk degerlerinin grafikleri ¢izilerek, bu renk
degeri-konsantrasyon grafiklerinden CSCsy degerlerinin nasil bulundugu Sekil 72-96 ve
daha iyi sonu¢ aldigimiz tiirevlendirme islemi yapilarak elde edilen CSCsy degerleri
grafikleri ise Sekil 73-97 de verilmistir. Damlatma ydéntemi uygulanarak ITK tabaka
lizerine damlatilan hem dogrudan hem de tiiravlendirilerek CSCsy degerlerinin
hesaplandigi  resimler  Sekil 74-98 de gosterilmisti.  Her numune farkli
konsantrasyonlardan bagslayarak 1:1 oraninda seyreltilmek suretiyle 10 farkh
konsantrasyonda calisilmistir. Damlatma islemi yapilirken numune ve DPPH radikal
karisimi 3 paralel olacak sekilde ITK tabaka iizerine damlatilmistir. Ayn1 sekilde renkli

olan bitki ekstraktlar1 i¢in 3 paralel olacak sekilde kor (numunet+¢oziicli) calismasida
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yapilmistir. Caligilan paralellerin ortalamasi alinarak ve elde edilen renk degerlerinden kor

degerleri ¢ikartilarak asil reaktifle reaksiyon sonucu olusan renk degerleri belirlenmistir.
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Sekil 72. Farkli konsantrasyondaki kantaron ekstraktinin Image J programi
ile dl¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 1 mg/mL)
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Sekil 73. Tiirev yontemi kullanilarak kantaron ekstraktinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 1,20 mg/mL)
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Sekil 74. 23,2 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kor damlatmasi yapilan
kantaron ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 75. Farkli konsantrasyondaki nane ekstraktinin Image J programi ile
olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,15 mg/mL)
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Sekil 76. Tiirev yontemi kullanilarak nane ekstraktinin CSCsg degerinin
hesaplandig1 grafik (CSCso = 0,225 mg/mL)

Sekil 77. 8 mg/mL konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da koér damlatmasi
yapilan nane ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 78. Farkl1 konsantrasyondaki sar1 sabir (aleo vera) ekstraktinin Image
J programi ile Olgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCsp = 1,5
mg/mL)
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Sekil 79. Tiirev yontemi kullanilarak sarisabir ekstraktinin CSCsg degerinin
hesaplandig1 grafik (CSCso = 2,00 mg/mL)
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Sekil 80. 32,16 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka iizerine damlatilan iist kistmda da kor
damlatmasi1 yapilan sarisabir ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 81. Farkli konsantrasyondaki yesil ¢ay ekstraktinin Image J programi
ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,033mg/mL)
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Sekil 82. Tiirev yontemi kullanilarak yesil cay ekstraktinin CSCsp
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,035 mg/mL)

Sekil 83. 2,25 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kor
damlatmas1 yapilan yesil cay ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 84. Farkli konsantrasyondaki biberiye ekstraktinin Image J programi
ile dlgiilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,13mg/mL)
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Sekil 85. Tiirev yontemi kullanilarak biberiye ekstraktinin CSCsg degerinin
hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,210 mg/mL)
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Sekil 86. 7,6 mg/mL konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kor
damlatmasi yapilan biberiye ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 87. Farkli konsantrasyondaki zerdegal ekstraktinin Image J programi
ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,08mg/mL)
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Sekil 88. Tiirev yontemi kullanilarak zerdegal ekstraktinin CSCsg degerinin
hesaplandig grafik (CSCsp = 0,130 mg/mL)

Sekil 89. 4,75 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka {izerine damlatilan {ist kisimda da kor
damlatmasi yapilan zerdegal ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 90. Farkli konsantrasyondaki thlamur ekstraktinin Image J programi
ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,06 mg/mL)
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Sekil 91. Tiirev yontemi kullanilarak thlamur ekstraktinin CSCsp degerinin
hesaplandigi grafik (CSCso = 0,070 mg/mL



Sekil 92. 2,813 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda
seyreltilerek ITK tabaka iizerine damlatilan {ist kisimda da kor
damlatmas1 yapilan thlamur ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 93. Farkli konsantrasyondaki havaciva ekstraktinin Image J programi
ile 6l¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,1 mg/mL)
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Sekil 94. Tirev yontemi kullanilarak havaciva ekstraktinin CSCsg
degerinin hesaplandigi grafik (CSCsp = 0,120 mg/mL)

Sekil 95. 5 mg/mL konsantrasyonda baslayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kér damlatmasi
yapilan havaciva ekstraktinin goriintiisii
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Sekil 96. Farkli konsantrasyondaki yesil ¢ay (EtAc) ekstraktinin Image J
programu ile Ol¢iilen renk degerlerinin grafigi (CSCso = 0,45
mg/mL)
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Sekil 97. Tiirev yontemi kullanilarak yesil cay (EtAc) ekstraktinin CSCsg
degerinin hesaplandigi (CSCsp = 0,40 mg/mL)
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Sekil 98. 9 mg/mL konsantrasyonda baglayarak ve 1:1 oraninda seyreltilerek
ITK tabaka iizerine damlatilan iist kisimda da kor damlatmasi
yapilan yesil ¢cay (EtAc) ekstraktinin goriintiisii

Bitki ekstraktlar1 i¢cin yapilan damlatma g¢alismasinda 1. dereceden tiirev alinarak
elde edilen renk degeri-konsantrasyon grafiklerinden her bir numune i¢in maksimum renk
degerine karsilik gelen konsantrasyon yani CSCsy degerleri hesaplanmistir. Calisilan
numuneler arasinda karsilastirma yapildiginda, spektrofotometrik yontemle elde edilen
sonuglara benzer olarak antioksidan aktivitesi en yliksek olan numune yesil ¢ay (metanol

ekstrakti) ve antioksidan aktivitesi en diisiik olan numune ise sarisabir olmustur.

3.5. DPPH Testinde Cahsilan Standart ve Bitki Ekstraktlarimin
Spektrofotometrik ve Damlatma Yontemleri Arasindaki Korelasyon

Sekil 99°da spektrofotometrik ve damlatma c¢alismasinda kullanilan standart ve
numunelerin SCso ve CSCsp sonuglar1 karsilastinlmistir. Elde edilen Sekil 100’deki
korelasyon grafigi incelendiginde yeni gelistirilen damlatma yontemi ile uzun yillardir cok
yaygin olarak kullanilan spektrofotometrik yontem arasindaki uyumun yiiksek oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 99. DPPH testinde ¢alisilan standartlarin ve bitki ekstraktlarinin her iki yonteme
gore (spektrofotometrik ve damlatma) antioksidan aktivitelerinin karsilastirildigi
grafik
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Sekil 100. DPPH testinde ¢alisilan standartlarin ve bitki ekstraktlariin
spektrofotometrik ve damlatma yontemleri arasindaki
korelasyon grafigi

Standartlar ve numuneler i¢in c¢alisilan iki yontem karsilastirildiginda, yeni
gelistirilen yontem ile spaektrofotometrik yontem arasindaki korelasyon degerinin (

R?=0,9923) yiiksek oldugu goriilmektedir.
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3.6. Standartlarin ve Baz1 Bitki Ekstraktlarinin DPPH Testindeki Reaksiyon
Kinetigi Sonuc¢lar:

3.6.1. Standartlarin DPPH Testindeki Reaksiyon Kinetigi

Bekletme siiresinin optimizasyonu i¢in birgok antioksidan standartla belirli
araliklarla denemeler yapilmistir. Calisilan antioksidan standartlarin hepsinin bir arada

verildigi reaksiyon kinetigi grafigi de Sekil 101°de gosterilmektedir.
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Sekil 101. Standartlarin DPPH radikal temizleme testindeki zamana bagli absorbans
degisimi grafikleri, [1. trolox, 2. gallik asit, 3. ferulik asit, 4. protokatekuik
asit, 5. siringik asit, 6. kafeik asit, 7. BHT, 8. katesin, 9. Klorojenik asit, 10.
kuersetin, 11. rutin, 12. Gentisik asit]
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Sekil 101’in devami
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Her bir antioksidan standart i¢in ¢alisilan SCso konsantrasyonunda; Troloks (1) ve
gentisik asidin (12) reaksiyonu tamamlama siiresinin daha kisa oldugu goriilmektedir. Ama

genel olarak c¢alisilan standartlar incelendiginde 60 dakikadan sonra reaksiyonun

tamamlandig1 goriilmektedir.



84

® Kafeik asit Kuercetin Katesin Rutin ®BHT ® Gallik asit
® Trolox ® Protocatechuic @ Syringic ® Gentisic ® Ferrulic ® Chlorogenic
1,4
12
£ L]
= 1 ...z ®
= H ° o
n 08 e e
Toont 8Bl § 0 0 0 ¢ 0 .
2% 0,6 We o9 © o o
0,4
0,2
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Siire (dk.)

Sekil 102. Standartlarin hepsinin bir arada oldugu DPPH radikal temizleme testindeki
zamana bagli reaksiyon kinetigi grafigi

Standartlarin reaksiyon kinetiklerinin toplu olarak gosterildigi sekil 102’de,
reaksiyon kinetigi belirlenen birgok standardin 60 dakikada reaksiyonu tamamladiklari

goriilmistiir. Cikan sonuglar literatlirle karsilastirildiginda da benzer sonuglar elde

edilmektedir.

3.6.2. Baz1 Bitki Ekstraktlarinin DPPH Testindeki Reaksiyon Kinetigi

Farkli konsantrasyonlardaki ii¢ bitki ekstraktinin reaksiyon kinetikleri belirlenmistir.
Yesil ¢ay (0,18 mg/mL) icin elde edilen reaksiyon kinetigi grafigi Sekil 103’de, zerdecal
(0,38 mg/mL) i¢in Sekil 104 ve sarisabir icin ise Sekil 105°te gdsterilmistir.
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Sekil 103. Yesil ¢ay ekstraktinin DPPH testindeki zamana bagli reaksiyon
kinetigi grafigi
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Sekil 104. Zerdegal ekstraktinin DPPH testindeki zamana bagli reaksiyon

kinetigi grafigi
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Sekil 105. Sarisabir ekstraktinin DPPH testindeki zamana bagli reaksiyon
kinetigi grafigi



86

Antioksidan aktivitesi en yliksek olan yesil ¢ay, orta derecede olan zerdegal ve diisiik
aktiviteye sahip olan sarisabir bitki ekstraktlarinin, reaksiyonu 60 dakika sonunda
tamamladiklar1 goriilmektedir. Bu sonuglar bitki ekstraktlarinin standartlara benzer

reaksiyon kinetigi oldugunu gostermektedir.

3.7. Yeni Gelistirilen Damlatma Yontemi ile DPPH Radikal Temizleme
Aktivitesi Tayini icin Yapilan Optimizasyon Sonuclari

3.7.1. DPPH* Radikalinin Caliyma Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DPPH  radikalinin  ¢alisma  konsantrasyonun  belirlenmesi  i¢in  aym
konsantrasyonlarda kullanilan Troloks standardi ile yapilan denemelerin konsantrasyon-
renk degeri grafigi Sekil 106°da ve gallik asit standardi ile yapilan denemelerin
konsantrasyon-renk degeri grafigi Sekil 107°de verilmistir. Iki antioksidan standartlarla
yapilan ¢alismalar degerlendirilerek damlatma g¢alismasi i¢in kullanilan DPPH radikalinin

konsantrasyonu belirlenmistir.
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Sekil 106. DPPH radikalinin ¢alisma konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in
Troloks standardi i¢in elde edilen renk degeri/konsantrasyon
grafigi
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Sekil 107. DPPH radikalinin ¢alisma konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in
gallik asit standardi icin elde edilen renk degeri/konsantrasyon
grafigi

Her iki standart ile yapilan denemelerde de DPPH radikalinin konsantrasyonunun
500 uM’dan daha diisiik oldugu zamanlarda, DPPH konsantrasyonu bu calisma icin
yetersiz olmakta dolayisiyla ITK tabaka iizerinde numuneden gelen renk daha baskin
oldugu i¢in renk degerlerinin diizenli olmadig1 goriilmiistiir. DPPH’1n konsantrasyonu
1000 uM fiizerine ¢iktiginda DPPH’dan gelen mor-menekse renk daha baskin oldugu i¢in
renk degerleri daha iyi belirlenebilmistir. Bu sebeple damlatma calismasi i¢in DPPH
radikalinin  konsantrasyonunun 500 pM’dan daha diisiik konsantrasyonlarda
calisilamayacagi ve 1000 ile 2000 uM arasinda herhangi bir konsantrasyon degerinde

calisilabilinecegi tespit edilmistir.

3.7.2. Damlatma Hacminin (Damla Hacmi) Belirlenmesi

Damlatma hacminin belirlenebilmesi i¢in sabit DPPH konsantrasyonunda (2000 uM)
calistlmistir. Calismada farkli konsantrasyondaki Troloks standardi ile 10-100 pL
hacimlerinde ¢ozelti ¢ekebilen mikropipetle yapilan ¢alismada olusan konsantrasyon-renk

degeri grafigi Sekil 108’de ve bu grafige ait es goriintii ise Sekil 109°da verilmistir.
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Sekil 108. Damla hacminin belirlenmesi i¢in farklt konsantrasyonlardaki Troloks
standard1 ile yapilan ¢alismanin grafigi
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Sekil 109. Damlatma hacminin (damla hacminin) belirlenmesinde
olusan goriintii
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Calisilan damla hacimlerinden 5 ve 10 pL yetersiz olmustur. 15, 20 ve 30 uL damla
hacimleri grafikten de goriildiigii gibi birbirine c¢ok benzemektedir. Bu anlamda ii¢
miktarda kullanilabilir. 50 ve 100 pL gibi biiyilkk hacimler hem madde sarfiyatini
arttirmakta hem de grafikte oldugu gibi diizenli degerler vermemektedir.

Damla hacminin belirlenmesi i¢in Troloks standardi ile yapilan ¢alismada, ITK
tizerinde olusan spotlar degerlendirilirken baska bir calisma da yapilmistir. Bu ¢alismada
ITK tabaka iizerinde olusan halkalarm farkli kisimlarmin renkleri, renk 8lgiim programi
olan Image J ile degerlendirilmistir. Renk degerlendirmesi yapilirken Sekil 110’da
spotlarin hepsinin tam orta kisimlar1 degerlendirilmis, Sekil 111°de ise her bir halkanin

farkli kisimlar1 degerlendirilmistir.
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Sekil 110. ITK iizerinde ki spotlarm orta kisimlarinin renk degerlerinin
belirlenmesi sonucu elde edilen grafik
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Sekil 111. ITK iizerinde ki spotlari rastgele kistmlarmin renk degerlerinin
belirlenmesi sonucu elde edilen grafik
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Sonuglar degerlendirildiginde grafikler arasinda ¢ok biiylik farkliliklarin olmadigi
goriilmektedir. Ancak spotlarin orta kisimlar1 degerlendirildigindeki ¢ikan sonucun

digerine nispeten daha diizenli oldugu goriilmiistir.

3.7.3. Reaksiyonun Ger¢eklesme Ortaminin Belirlenmesi

Reaksiyonun  gergeklesme  ortaminin  belirlenmesi  i¢in  sabit DPPH
konsantrasyonunda yedi farkli konsantrasyonda hazirlanan siringaldehit standardi ile
calisilmistir. Reaksiyon ortaminin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarin ilkinde reaktif ile
numuneler tiip i¢inde kanistirilmis ve tiip iginde bekletilerek 60 dakikaya kadar belirli
araliklarla ITK plaka iizerine damlatilip degerlendirilmistir (Sekil 112 ). Diger kisminda
ise, reaktif ve numuneler tiipte karistirlmis ve hemen ITK plaka iizerine damlatilmistir.
Bu ITK tabaka ilkinde oldugu gibi ayn1 sekilde belli araliklarla taratilip degerlendirilmistir
(Sekil 113).

[lk denemede spektrofotometrik ydntemde oldugu gibi reaksiyonun tamami deney
tiipleri iginde gerceklesmistir. Reaksiyon siiresi doldugunda ITK tabaka iizerine
damlatilmis ve degerlendirilmistir. Reaksiyon ITK tabaka iizerinde gerceklestigi zaman ise

reaksiyona ITK nin yapisinda bulunan silika etki etmistir.
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Sekil 112. Siringaldehit standardi ile reaksiyonun gerceklesme ortaminin
belirlenmesi igin tiiplerde bekletilerek yapilan ¢alisma sonucunda
elde edilen grafik
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Sekil 113. Siringaldehit standard: ile reaksiyonun gergeklesme ortaminin
belirlenmesi igin ITK tabaka iizerinde bekletilerek yapilan
calisma sonucunda elde edilen grafik

Bu calismalarin sonunda reaksiyon ITK iizerinde gerceklestigindeki grafik (Sekil
113) daha diizgiin ¢ikmus olsa da ITK iizerinde kisa bir siire gectikten sonra sararmanin

oldugu goriilmiistiir.

3.8. Farkh Ozellikteki ITK’larin Reaksiyona EtKisi

Farkli 6zellikteki ITK tabakalarin reaksiyona etkisi incelenirken laboratuvarimizda
mevcut olan ITK silika gel 60 ve 60 Fyss Ozellikteki tabakalar kullanilmistir. Asagida
siringaldehit standardi kullanilarak yapilan calismada Sekil 114’te reaksiyonun tiipte
gerceklestikten sonra ITK silika gel 60 iizerine damlatilip olciilen renk degerleri
gosterilmektedir. Aym ¢alismanin ITK silika gel 60 Fs4 ile elde edilen degerleri ise Sekil

115°de gosterilmektedir.



92

160
140
120
100
80
60
40
20

—— 10. dk

=-=@=-30.dk

Renk degeri

—&— 60. dk

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Konsantrasyon (mM)

Sekil 114. ITK silika gel 60 ile reaksiyonun tiipte gergeklestigi zaman elde
edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi
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Sekil 115. ITK silika gel 60 F,s4 ile reaksiyonun tiipte gerceklestigi zaman
elde edilen renk degeri/konsantrasyon grafigi

Calismada diger kisminda reaktif ve numuneler deney tiiplerinde karistirildiktan
sonra hemen bu iki farkl1 dzellikteki ITK tabaka iizerine damlatilmistir. Belirli araliklarla
bu iki ITK tabaka taratilmis ve renk degerleri belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ITK
silika gel 60 tabaka ile yapilan verilerin grafigi Sekil 116°da gosterilmistir. ITK silika gel

60 Fs4 ile elde edilen sonuglar ise Sekil 117°de verilmistir.
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Sekil 116. ITK silika gel 60 ile reaksiyonun ITK tabaka iizerinde
gerceklestigi zaman elde edilen renk degeri/konsantrasyon
grafigi

160
140
120
100
80
60
40
20

—&— 10. dk

-=@=-30.dk

Renk degeri

—— 60.dk

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Konsantrasyon (mM)

Sekil 117. ITK silika gel 60 Fas, ile reaksiyonun ITK tabaka iizerinde
gergeklestigi zaman elde edilen renk degeri/konsantrasyon
grafigi

Elde edilen veriler degerlendirildiginde bu ¢alisma da normal ITK (ITK silika gel 60)
ile florasanshi ITK (ITK silika gel 60 Fjs4) arasinda onemli bir fark olmadigmin ve
reaksiyonun gerceklesme ortami olarak farkli dzellikteki bu ITK dolgu maddelerinin de

onemli bir farklilik gostermedigi belirlenmistir.
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3.9. Standartlar ve Bitki Ekstraktlarinda Spektrofotometrik Yontem ile Demir
(IIT) indirgeme/ Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Sonuclari

Troloks standardinin farkli konsantrasyonlarina ait absorbans degerleri 595 nm’de
spektrofotometrik olarak Olciiliip, Microsoft Excel programu kullanilarak grafige

gecirilmistir. Elde edilen grafik Sekil 118’deki gibidir.
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Sekil 118. Troloks un farkli konsantrasyonlarina karsi FRAP analizi icin
595 nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi

Antioksidan standartlarin ve bitki ekstraktlarina ait 595 nm’de demir (1)
indirgeme/antioksidan giicline karsilik gelen absorbans degerleri spektrofotometrik olarak
Olciiliip Troloks standardinin grafik denkleminden (y=ax+b) yararlanilarak mikromolar
(uM) TEAC degerleri hesaplanmis, grafige gecirilmistir. Standartlarin antioksidan

aktivitelerinin uM TEAC cinsinden karsilastirilmas: Sekil 119°da ve numunelerinki ise

Sekil 120°de verilmistir.
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Sekil 119. 400 uM konsantrasyonda ki standartlarin spektrofotometrik yonlemle 595
nm’de demir (III) indirgeme/antioksidan gii¢lerinin uM TEAC cinsinden
karsilastirilmast

Standartlarin  demir (III) indirgeme potansiyelleri uM TEAC cinsinden
karsilastirildiginda; en yiiksek TEAC degerine yani en yiiksek antioksidan aktiviteye gallik
asidin onun ardindan kafeik asidin sahip oldugunu gériiyoruz. Bunun yaninda demiri
indirgeme potansiyeli yani antioksidan giicleri en diisiik olan standartlar ise sirasiyla

benzoik asit ve vanilin standartlaridir.
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Sekil 120. 1 mg/mL konsantrasyonundaki bitki ekstraktlarinin spektrofotometrik
yonlemle 595 nm’de demir (III) indirgeme/antioksidan gii¢lerinin pM
TEAC cinsinden karsilastirilmasi
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Bitki ekstraktlar1 demir (III) indirgeme potansiyelleri pM TEAC cinsinden
karsilastirildiginda; antioksidan giicii en yliksek olan bitki ekstraktinin metanolik yesil cay
ve thlamur oldugu goriilmektedir. Metanol ile ekstrakte edilen bitkilerden demir indirgeme
giicli en diisiik olanin ise ebegiimeci oldugu goriilmektedir. Ayrica metanolik ekstraktlarin
disinda yapilan etil asetat ekstraktlarinin ise metanolik ekstraktlara gore daha diistik

aktivite gosterdigi goriilmektedir.

3.10. Standartlarin ve Bazi Bitki Ekstraktlarnmin FRAP Testindeki Reaksiyon
Kinetigi Sonug¢lar:

3.10.1. Standartlarin FRAP Testindeki Reaksiyon Kinetigi

Grafiklerde x=0 noktasina karsilik gelen y degeri FRAP reaktifinden gelen
absorbans1 vermektedir. Oyleyse, bu deger dikkate alinarak reaksiyonlarin gergeklesme
hizlar1 konusunda yorum yapilabilir. Sekil 121°de calisilan 11 standardin FRAP testindeki

reaksiyon kinetikleri verilmistir.
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Sekil 121. Standartlarin FRAP radikal temizleme testindeki zamana bagli absorbans
degisimi grafikleri, [1. trolox (200 uM), 2. gallik asit (200 uM), 3. Ferulik asit
(500 uM), 4. protokatekuik asit (300 uM), 5. siringik asit (500 uM), 6. kafeik
asit (300 uM), 7. BHT (500 uM), 8. katesin (200 uM), 9. klorojenik asit (200
puM), 10. vanilin (1000 uM), 11. Benzoik asit (1000 uM).
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Sekil 121’in devami
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Sekil 121’in devami
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Calisilan konsantrasyonda; Troloks (1), gallik asit (2), ferulik asit (3), siringik asit
(5), kafeik asit (6) ve klorojenik asit (9) standartlarinin FRAP reaktifi ile reaksiyonu hizl
seyretmekte ve ilk 1 dakika icerisindeki absorbans degisimi diger standartlara kiyasla daha
fazladir. Protokatekuik asit (4) ve katesin (8) standartlarinin FRAP reaktifi ile reaksiyonu
daha yavas seyretmekte ve absorbans degisimleri 5-15 dakika arasinda azalmakta ve bir
optimum yakalamaktadir. BHT (7) ve benzoik asit (11) standartlarinin FRAP reaktifi ile
reaksiyonu ise olduk¢a yavas seyretmekte ve reaksiyon 20 dakika sonunda bile
tamamlanamamakta, absorbans degisimi devam etmektedir. Vanilin (10) standardinin ise
calisilan bu konsantrasyonda FRAP antioksidan giicleri yok denecek kadar azdir. Bu
bilesiklerin FRAP reaktifi ile reaksiyonlar1 ilk 1-2 dakika icerisinde tamamlanmakta,

absorbans degisimi sabitlenmektedir.

3.10.2. Baz: Bitki Ekstraktlarinin FRAP Testindeki Reaksiyon Kinetigi

Bitki ekstraktlarinin reaksiyon kinetigi belirlenirken iki farkli FRAP reaktifi ile
calisilmistir. Birincisi olmasini istedigimiz yani yavas bozunan FRAP reaktifi (Sekil 122),
digeri ise daha hizli bozunan FRAP reaktifi Sekil 126’daki gibidir. Sekil 123’te yavas
bozunan FRAP reaktifi ile calisilan konsantrasyonu 0,18 mg/mL olan yesil cay
ekstraktinin, Sekil 124’te konsantrasyonu 0,38 mg/mL olan zerdecal bitkisinin ve Sekil
125’de ise konsantrasyonu 3 mg/mL olan sarisabir bitkisinin reaksiyon kinetigi grafikleri

verilmistir.
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Sekil 122. Yavas bozunan FRAP reaktifinin zamana gore absorbans
degisimi grafigi
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Sekil 123. Yavas bozunan FRAP reaktifi ile galisilan yesil ¢ay ekstraktinin
FRAP testindeki reaksiyon kinetigi
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Sekil 124. Yavas bozunan FRAP reaktifi ile ¢alisilan zerdegal ekstraktinin
FRAP testindeki reaksiyon kinetigi
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Sekil 125. Yavas bozunan FRAP reaktifi ile calisilan sarisabir ekstraktinin
FRAP testindeki reaksiyon kinetigi

Bitki ekstraktlarinin reaksiyon kinetikleri incelendiginde FRAP testinde 20 dk.” da
reaksiyonun neredeyse % 90’min tamamlandigin1 gérmekteyiz.

Asagida sekil 126’da ¢abuk bozunan FRAP reaktifinin absorbans degisimi grafigi
gosterilmistir. Sekil 127°de bu reaktif kullanilarak 0,18 mg/mL konsantrasyonundaki yesil
cay ile sekil 128’de 3 mg/mL konsantrasyonundaki sarisabir bitkisinin reaksiyon

kinetikleri verilmistir.
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Sekil 126. Cabuk bozunan FRAP reaktifinin zamana gore absorbans
degisimi grafigi
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Sekil 127. Cabuk bozunan FRAP reaktifi ile ¢alisilan yesil ¢ay ekstraktinin
FRAP testinde ki reaksiyon kinetigi
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Sekil 128. Cabuk bozunan FRAP reaktifi ile ¢alisilan sarisabir ekstraktinin
FRAP testinde ki reaksiyon kinetigi

Cabuk bozunan FRAP testinde reaktifin absorbans degerinin 2’lere kadar ¢iktiginm
goriiyoruz. Ayrica bu reaktif kullanilarak reaksiyon kinetigi belirlenen bitki ekstraktlarinin

reaksiyon kinetiklerinin belli bir zaman sonra diistiigiinii gormekteyiz.

3.11. Standartlar ve Bitki Ekstraktlarinda Damlatma Yontemi ile Demir (111)
Indirgeme/Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini Sonuclar:

Troloks standardi 1000 uM konsantrasyonda hazirlanarak 1:1 oranda seyreltilmek
kosuluyla 5 farkli konsantrasyonda 3 paralel olarak pipetlenmistir. Ayn1 sekilde 3 paralel

olarak reaktif korii (¢aligilan numune ¢6ziictisii + FRAP reaktifi) ve numune korii (numune
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+ 2:3 oraninda su:metanol karisimi) de calisilmistir. Damlatma sonucu ITK tabaka
iizerinde olusan goriintli Sekil 129°da verilmistir. Bu goriintiiye ait renk degerleri Image J
programu ile ol¢iillip her birinin ortalamasi alinarak, Microsoft Excel programi yardimu ile
konsantrasyona kars1 renk degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen grafik Sekil 130°daki
gibidir.

Numune korii

Reaktif korii

Sekil 129. 1000-500-250-125-62,5 puM konsantrasyonlarinda
standart Troloks grafiginin elde edildi goriinti
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Sekil 130. Troloks un farkli konsantrasyon degerlerine karst Olgiilen renk
degerleri grafigi



103

Antioksidan standartlarin ve metanolik bitki ekstraktlarinin renk degerleri renk
Olcim programi olan Image J programi ile Olcililiip Troloks standardinin grafik
denkleminden (y=ax+b) yararlanilarak pM CTEAC degerleri hesaplanmis, grafige
gecirilmistir. Standartlar ile yapilan calismada reaktif korii ve numune korii de ¢alisiimistir.
Aymi sekilde 3 paralel olarak ITK tabaka iizerine damlatilmistir. Standartlarin antioksidan
aktivitelerinin pM CTEAC cinsinden karsilastirilmasinin grafigi Sekil 131°de ve bu
grafigin elde edildigi goriintli ise Sekil 132°de verilmistir. Numunelerin grafigi ise Sekil

133’te bu grafigin elde edildigi goriintii ise Sekil 134°te verilmistir.
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Sekil 131. 400 uM konsantrasyonunda ki standartlarin damlatma yontemi ile demir (II1)
indirgeme/antioksidan gii¢lerinin uM CTEAC cinsinden karsilastirilmasi
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Sekil 132. Her biri 400 uM konsantrasyonda calisilan standartlar, [gallik asit (1), kafeik
asit (2), protokatekuik asit (3), siringik asit (4), BHT (5), ferulik asit (6), katesin
(7), klorojenik asit (8), vanilin (9) ve benzoik asit (10)]

Yapilan damlatma yonteminde standartlar yiiksek antioksidan aktiviteden diisiik
aktiviteye dogru siraya konuldugunda siralama sdyle olmaktadir: gallik asit (1), kafeik asit
(2), protokatekuik asit (3), siringik asit (4), BHT (5), ferulik asit (6), katesin (7), klorojenik
asit (8), vanilin (9) ve benzoik asit (10)’tir.
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Sekil 133. 1 mg/mL konsantrasyonunda ki bitki ekstraktlarinin damlatma yontemi ile
demir (III) indirgeme/antioksidan gii¢lerinin pM CTEAC cinsinden
karsilastirilmast

15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Sekil 134. Her biri 1 mg/mL konsantrasyonunda ¢aligilan bitki ekstraktlari, [yesil ¢ay (1),
thlamur (2), biberiye (3), nane (4), zerdegal (5), havaciva (6), kantaron (7),
ekinezya (8), 1sirgan otu (9), sarisabir (10), ebegiimeci (11), rezene (12), yesil
cay (EtAc) (13), thlamur (EtAc) (14) ve 1sirgan (EtAc) (15)]
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Damlatma yontemi ile calisilan bitki ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri yiiksek
olandan diisiik olana dogru siraya koyuldugunda, siralama sdyledir: yesil ¢ay (1), thlamur
(2), biberiye (3), nane (4), zerdecal (5), havaciva (6), kantaron (7), ekinezya (8), 1sirgan otu
(9), sarisabir (10), ebeglimeci (11), rezene (12), yesil ¢ay (EtAc) (13), thlamur (EtAc) (14)
ve 1sirgan otu (EtAc) (15)’dur.

3.12. FRAP Testinde Cahsilan Standartlarin Spektrofotometrik ve Damlatma
Yontemleri Arasindaki Korelasyonu

FRAP testinde calisilan 10 farkli antioksidan standardin spektrofotometrik yontem ve
damlatma yontemi arasindaki korelasyon grafigi Sekil 135°te verilmistir. Sekil 136°da ise
bu iki yontem uygulanarak calisilan bu standartlarin uM TEAC ve uM CTEAC degerleri

gosterilmistir.

1200
1000 y =1,014x + 36,851
R?=0,988
800
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400

Damlatma CTEAC (uM)

200

0 200 400 600 800 1000 1200

Spektrofotometrik TEAC (uM)

Sekil 135. FRAP testinde standartlara uygulanan spektrofotometrik ve
damlatma yontemi arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 136. FRAP testinde standartlara uygulanan spektrofotometrik ve damlatma yontemi
sonuclarinin ¢izgi grafigi ile gdsterimi

Grafikler degerlendirildiginde standartlar i¢in uygulanan her iki yontem arasindaki
korelasyonun (R*> = 0,988) iyi oldugu goriilmektedir. Ayrica standartlarin
spektrofotometrik ve damlatma yontemiyle elde edilen (C)TEAC (uM) degerlerinin

gosterildigi sekil 136°da iki yontem arasinda uyum oldugu goriilmektedir.

3.13. FRAP Testinde Cahsilan Bitki Ekstraktlarinin Spektrofotometrik ve
Damlatma Yontemleri Arasindaki Korelasyonu

12 farkl1 bitki ve iki farkli ¢oziicli (metanol ve etil asetat) ile yapilan FRAP testinde
spektrofotometrik ve damlatma yoOntemi arasindaki korelasyon grafigi Sekil 137°de
verilmigtir. Sekil 138’de ise bu iki yontem uygulanarak c¢aligilan bu bitki ekstraktlarinin

uM TEAC ve uM CTEAC degerleri gosterilmistir.
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Sekil 137. FRAP testinde bitki ekstraktlarina uygulanan spektrofotometrik
ve damlatma yontemi arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 138. FRAP testinde bitki ekstraktlarina uygulanan spektrofotometrik ve damlatma
yontemi sonuglarinin ¢izgi grafigi ile gosterimi

Degerlendirmeler sonucunda bitki ekstraktlari i¢in uygulanan her iki yontem arasinda
ki korelasyonun (R? = 0,985) iyi oldugu goriilmektedir. Ayrica bitki ekstraktlarinin
spektrofotometrik yontemle ve damlatma yontemiyle elde edilen (C)TEAC (uM)

degerlerinin gosterildigi sekil 138’de, iki yontem arasinda uyum oldugu goriilmektedir.
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3.14. Baz1 Antioksidan Standartlar ile Yapilan Spektrofotometrik, Damlatma ve
Piiskiirtme Calismalarinin Karslastirilmasi

Piiskiirtme c¢alismasi diger yontemlerle karsilastirilirken DPPH 3000 pM
konsantrasyonunda calisilmistir. Calismada antioksidan standartlar olan ve her ¢alisma igin
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan protokatekuik asit ve Troloks standartlart
kullanilmistir. Bu iki standartla yapilan spektrofotometrik caligmada elde edilien SCsg
degerlerinin grafigi Sekil 139°da ve damlatma ¢alismasi ile elde edilen CSCs degerlerinin
grafigi ise sekil 140°da verilmistir. Bu iki standart icin elde edilen piiskiirtme grafigi ise

Sekil 141°de gosterilmistir.
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Sekil 139. Farkli konsantrasyondaki protokatekuik asit ve Troloks standartlarinin
517 nm’de verdigi absorbans degerlerinin grafigi

Protokatekuik ve Troloks standartlari ile yapilan spektrofotometrik ¢alismada elde
edilen SCsy degerleri sOyledir: protokatekuik standardi i¢in SCso = 356,2813 uM ve
Troloks standardi i¢in SCsp = 177,8485 uM olarak hesaplanmistir. Elde edilen degerler
karsilagtirildiginda Troloks standardimin antioksidan degerinin protokatekuik asidin

antioksidan aktivitesinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 140. Farkli konsantrasyondaki protokatekuik asit ve Troloks standartlarmin
damlatma yontemine gore renk degeri/konsantrasyon grafigi

Damlatma caligmasinda her iki standart igcin CSCso degerleri hesaplanmustir. Sekil
140’tan protokatekuik asit icin CSCsg = 525 uM olarak Troloks standardi i¢in ise CSCsg
=995 uM olarak hesaplanmistir. Spektrofotometrik yontemde oldugu gibi damlatma
yonteminde de Troloks’un protokatekuik asitten daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu goriilmektedir.

Iki antioksidan standardin piiskiirtiilmesiyle olusan Sekil 142 ve Sekil 143
goriintiilerinin Image J programi ile renk analizinin yapilip % saydamliga karsilik ¢izilen

renk degerleri grafigi Sekil 141°deki gibidir.
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Sekil 141. Farkli konsantrasyondaki protokatekuik asit ve Troloks standartlarinin %
saydamlik ayarlarina gore piiskiirtiilerek olciilen renk degerlerinin grafigi
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Sekil 142. Troloks standardinin % saydamlik ayarlarina gore piiskiirtme
sonucu olusan goriintii

Sekil 143. Troloks standardinin % saydamlik ayarlarina gore piiskiirtme
sonucu olusan goriintii
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Elde edilen renk degeri-% saydamlik grafigi incelendiginde, maksimum renk
degerinin yarisina karsilik gelen % saydamlik degeri Troloks standardi i¢in % 13 ve
protokatekuik asit i¢in ise % 7’dir. Dolayisiyla Troloks standardinin % 6 oraninda daha

fazla DPPH radikalini temizledigini goriiyoruz.



4. TARTISMA

Tez kapsaminda ¢alismalara baslamadan Once yapilan literatiir taramasinda,
literatiirde klasik antioksidan yontemler arasinda yaygin olarak kullanilan DPPH radikal
temizleme aktivitesi tayini ve demir indirgeme/antioksidan gili¢ (FRAP) yonteminin
kullanilarak yapildig1 ¢ok sayida caligsma incelenmistir. Literatiirde 6zellikle bitki kaynakli
fenolik bilesiklerin yiliksek antioksidan aktivite igerdigini kanitlayan bir cok calisma
mevcuttur (Vinson vd., 1995; Re vd., 1999). Antioksidan aktivite 6l¢climlerinde, bitkilerden
elde edilen ekstraktlarin toplam antioksidan aktivitesini belirleyecek in-vitro ¢aligmalar
mevcuttur. Bu anlamda bitki bilesenlerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenebilmesi igin
ve bazi antioksidan 6zellikteki maddelerin antioksidan aktivitelerinin karsilastirilmasi i¢in
spektrofotometrik olarak bir¢ok antioksidan tayin yontemleri gelistirilmistir. 2000’11 yillara
gelindiginde in-vitro ¢alismalarin yaninda in-vivo ¢alismalar da yaygimnlasmistir (Bailey
vd., 2014; Xin vd., 2014).

Gliniimiizde yapilan c¢alismalarda Ozellikle HPLC cihazinin 0nemini arttiracak
sekilde HPLC sistemine kombine edilen ilave pompa ve dedektorler yardimiyla
antioksidan bilesiklerin ve aktivitelerinin eszamanli olarak belirlenmesi saglanmigtir
(Koleva vd., 2000; Burnaz, 2013; Aktas, 2012). Zaman gectik¢e antioksidan aktivitenin
belirlenmesi i¢in uygulanan yontemlerin gelismesiyle, yapilan 6l¢iimlerin daha hassas
olarak Olciilebilmesi saglanmistir. Ancak bu tiir ¢alismalarin hassasiyetinin artmasinin
yaninda bir¢cok dezavantaji da ortaya c¢ikmistir. Yontem gelistikce kullanilan cihazlarin
kapsami ve maliyeti artmistir. Dolayisiyla son yillarda maliyeti azaltmak igin farkll
materyaller kullanilarak biyoaktivite c¢alismalar1 yapilmaya baglanilmistir. Literatiirde
yapilan arastirmada ITK tabaka kullanilarak yapilmis bir FRAP calismasina
rastlanmamstir. ITK tabaka kullanilarak yapilmis DPPH ¢alismast mevcuttur (Ghafoori
vd., 2013; Maksimovi, 2008; Cies’la vd., 2012; Olech vd., 2012). Ancak bu ¢alismalarda
ITK tabaka iizerine numune uygulanmus, fakat degerlendirilirken kromatografi yapmak
icin bir ¢oziicii tankinin igine daldirilarak, aldigr yola ve bant biyiikliigiine gore
degerlendirme yapilmistir. Bu anlamda 6zelikle enzimlerle kombine edilerek ITK tabaka
ile biyootografik ¢aligmalar mevcuttur (Orhan vd., 2004; Caldero” n vd., 2013). Yapilan
tez calismasinda ise ITK tabaka ile kromatografik bir islem yapilmamustir. Silika kapli ITK

tabaka maddeleri absorbladig1r ve daha net goriintii ortaya koydugu i¢in tercih edilmistir.
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ITK tabaka yerine ¢alisma igin uygun olabilecek farkli 6zellikteki kagitlar da kullanilabilir.
ITK kullannmindaki tek dezavantajjmiz  belli miktardaki sulu ekstraktlarla
calisabilmemizdir. Sulu ¢ozeltiler ya da ekstraktlarda, su ITK tabaka iizerinde iyi
difiizlenemedigi i¢in ¢ozeltideki bilesenler ayni zamanda olusabilecek renkler orta kisimda
toplaniyor ve homojen bir goriintii olusmuyor. Bu anlamda sulu ¢dzeltiler i¢in siizgec
kagidi kullanilabilir. Literatlirde az da olsa siizge¢ kagidi kullanilarak fenolik bilesiklerin
taninmasi igin yapilan ¢alismalar mevcuttur (Arciuli vd., 2013).

Son yillarda goriintiilerin bilgisayara aktarilmasini ve bu goriintiiler iizerinden 6lgiim
yapilmasmi saglayan farkli programlar gelistirilmistir. Mevcut calismada ITK tabaka
tizerinde olusan renklerin degerlendirilip sonra bu renk degerlerinden yararlanilarak yeni
yontemde numunelerin antioksidan aktiviteleri hakkinda yorum yapilmistir. Bunun igin
renk Ol¢iim programi olan Image J programi kullanilmigtir. Bu program o6zellikle
cevherlerdeki morfolojik  yapilarin  tanimlanmasinda ve partikiil  boyutlarinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Schneider vd, 2012; Vaher vd., 2014). Bu
programi digerlerinden ayiran ozellik ticretsiz olmasi ve farkli calisma alanlar1 igin
kullaniliyor olmasidir.

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan yazicilarin ¢alisma mantig1 6rnek alinarak ve
daha kapsamli hale getirilerek tip ve sanayi alaninda kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle
3D yazicilar kullanilmaya baslandigr ilk giinden itibaren akla gelebilecek cok cesitli
tirtinlerin tretilmesi saglanmistir. Gilinlimiizde 3D yazicilar ile ugak ve otomobil yedek
parcalari, ¢esitli oyuncaklar, robot, heykel, aksesuar, el aletleri, miizik aletleri, tibbi
malzemeler, ilag, takma dis, tibbi protezler hatta silah gibi akliniza gelebilecek her tiirden
iiriinler yapilabilmektedir. Ozellikle 3D yazicilarin tip sektériinde, biyolojik dokularin ve
yapay organ iretiminde hiicrelerin tutunabilecegi kaliplarin hazirlanmasinda, kimyasal
bilesik veya ila¢ iretiminde, biyokimyada ¢ok farkli fonksiyonlara sahip protein
molekiillerinin tasarlanmasinda, nano teknolojide ve biyomedikal sektdriinde ise parca
tiretiminde kullanilmasi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir. Bilimsel literatiirde de bu konuda
yapilan caligmalara rastlanmaktadir. Caligmalarda tam olarak piiskiirtme yOntemi
kullanilarak 3 boyutlu olacak sekilde organ iiretilememis ancak hiicreler 6zel bir zemin
lizerine puskiirtiilerek doku ve kalip halinde hiicre baskilama calismalar1 yapilmistir
(Mironov vd., 2003; Mironov vd., 2011; Melchelsa vd., 2012; Xu vd., 2005; Mironov vd.,
2009).
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Mevcut calismada oOncelikle laboratuvarimizdaki cesitli arastirmalar ve miinferit
caligmalarda aktiviteleri arastirilmis bitkilerden yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
olanlardan bazilar1 ve antioksidan aktivite dereceleri farklilik gdsteren bazi standart
bilesikler kullanilarak c¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bu antioksidan standart ve numunelerin
toplam fenolik madde iceriklerini belirlemek i¢in klasik yontem olarak bilinen ve yaygin
olarak kullanilan iki spektrofotometrik yontem uygulanmistir. Bu uygulama ile DPPH®
radikali  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)  temizleme ve  FRAP  (Demir  (llI)
Indirgeme/Antioksidan Giicii) degerleri iizerinden antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
Bu calismalarin yaninda bu standart ve numunelerle yeni gelistirilen damlatma metodu
uygulanarak DPPH ve FRAP testi yapilmis ve bu iki farkli uygulama arasinda uyum olup
olmadig1 incelenmistir. Ayrica yeni gelistirilen antioksidan aktivite belirleme metodlarin
da reaksiyon siiresinin yeterli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda
hazirlanan biitiin standartlarin spektrofotometrik olarak DPPH ve FRAP reaksiyon
kinetikleri incelenmistir. Ayrica her iki yontemle calisilan bitki ekstraktlarindan farkli
aktiviteye sahip 3 bitki sec¢ilerek bunlarinda reaksiyon kinetikleri incelenmistir.

Diger yandan yeni gelistirilen damlatma metodunun yani sira diger bir yeni metod
olan piiskiirtme c¢alismasi da yapilmistir. Piiskiirtme c¢aligmasinda antioksidan olan iki
standart ile DPPH radikal temizleme aktivitesi ¢alisilmistir. Bu pliskiirtme ¢alismasina ek
olarak spektrofotometrik ve damlatma calismasi da yapilarak bu iki standarda ait sonuglar
karsilastirilmistir.

Spektrofotometrik olarak calisilan standartlarin DPPH radikal temizleme ve Fe (III)
indirgeme giicii (FRAP) antioksidan akitivite testlerindeki zamana bagli absorbans
degisimlerini gosteren grafikleri incelendiginde; calisilan konsantrasyondaki standartlarin
biiylik ¢cogunlugunda reaksiyonun biiyiik oranda gerceklesmesi i¢in DPPH testinde 5-20
dakika, FRAP testinde ise 1-10 dakika yeterlidir. Ancak DPPH testinde BHT (7)
standardinin reaktifle reaksiyonu 60 dakika sonunda tamamlanabilmistir. FRAP testinde
ise protokatekuik asit (4), BHT (7) ve katesin (8) standartlarinin reaktifle reaksiyonu 20
dakika bitiminde bile hala devam etmektedir.

Baz1 bitki ekstraktlartyla yapilan reaksiyon kinetigi ¢aligmasinda, bitki
ekstraktlarinin DPPH testi i¢in reaksiyon kinetigi 60 dakika (Sekil 101), FRAP testi i¢in ise
20 dakikada oldugu goriilmektedir (Sekil 121). Dolayisiyla standartlar ile benzer reaksiyon
kinetigi (slire olarak) gostermislerdir. Ancak yapilan diger bir calismada FRAP reaktifi

taze hazirlansa bile eger ¢abuk bozunuyorsa, bitkilerle (yesil ¢cay ve sarisabir) yapilan
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calismada Olciilebilen aktivitenin belli bir siireye kadar arttigim1 sonra azaldigini
gormekteyiz (Sekil 126). Dolayisiyla cabuk bozunan FRAP reaktifi ile yapilan
calismalarda reaksiyon siiresi 20 dakika olarak alinmalidir. 60 dakika baz alinarak yapilan
caligsmalarin sonuglar1 yanlis yorumlara sebep olabilecektir.

DPPH testi ile damlatma ¢alismas1 yapilmadan dnce bir ¢cok optimizasyon islemi
yapilmistir.  Yapilan bu optimizasyon islemlerinde DPPH radikalinin calisma
konsantrasyonu, damla hacmi, reaksiyonun gerg¢eklesme ortami ve damlatma bolgeleri
tizerinde renk degerlerinin hesaplanacagi en iyi bolgenin belirlenmesi gibi bir ¢ok ¢alisma
yapilmistir. Yapilan bu optimizasyonlarda elde edilen sonuglar calismanin biitiinlinde
esitlik olmasi i¢in kullanilmistir. DPPH radikalinin konsantrasyonu belirlenirken gallik asit
ve Troloks standardi kullanilarak yapilan ¢calismada DPPH radikalinin konsantrasyonu 50-
2000 uM olacak sekilde hazirlanarak damlatma ¢alismasi yapilmistir (Sekil 106 ve 107).
Sonuglar incelendiginde DPPH ¢alisma konsantrasyonunun 1000-2000 uM konsantrasyon
araliginda renk degerlerinin daha diizenli artig gosterdigi ve 500 puM’dan daha distk
konsantrasyonlarda ise DPPH radikalinin renk olarak baskinli§i azaldigi i¢in renk
degerlerinin diizenli olmadig1 goriilmiistiir. Bu sebeple DPPH radikalinin ¢alisma
konsantrasyonunun 500 uM ve daha diisiik konsantrasyonlarda olamayacagi belirlenmistir.
Calisilabilecek 1000-2000 uM konsantrasyon araligindan hangi konsantrasyon degeriyle
calismanin yiiriitiilecegine karar verilirken, yeni gelistirilen bir metod oldugu igin
damlatmada olusacak renklerin en belirgin olabilecegi konsantrasyon olan 2000 uM
secilmistir. Elde edilen sonuglara gore damlatma yontemindeki DPPH radikalinin ¢alisma
konsantrasyonu (2000 uM) her ne kadar spektrofotometrik metoda (genelde 50 veya 100
uM) gore fazla goriinse de toplamda harcanan kimyasal miktar1 diisiiniildiiginde damlatma
yonteminde kullanilan kimyasal miktarmin daha az oldugu goriilmektedir. Ilerleyen
zamanlarda bu metod i¢in var olan olumsuzluklar giderilip, ¢aligma daha kapsamli bir
sekilde siirdiiriilmiistiir.

Yeni gelistirilen yontemde damlatma hacmi ya da damla hacmini belirlerken,
optimize edilen DPPH konsantrasyonu (2000 pM) kullanilmistir. Hacim belirleme
calismas1 sabit DPPH konsantrasyonunda 25-1500 puM araliginda konsantrasyonda
hazirlanan Troloks standardi DPPH radikali ile 1:1 oraninda karistirilarak yapilmistir.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra farkli hacimlerde sivi ¢ekebilen mikropipetler
kullanilarak, her tiipten 5-10-15-20-30-50 ve 100 pL hacimlerinde ¢6zelti ¢ekilerek 3’er

paralel olacak sekilde ITK tabaka iizerine damlatilmistir. Yapilan ¢alismanin sonuglari
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degerlendirildiginde ¢alisilan bu damla hacimlerinden 5 ve 10 pL yetersiz olmustur (Sekil
108). Ozellikle 10 pL calisma igin uygun olsa da mikropipetle damlatilirken, bu hacim bir
damla i¢in yetersiz miktarda oldugu ve dolayisiyla tabaka iizerine damlayamadigi icin
kullanilamamigtir. 15, 20 ve 30 pL damla hacimleri degerlendirildiginde birbirine ¢ok
benzemektedir. Bu anlamda {i¢ miktar da kullanilabilir. 50 ve 100 pL gibi biiyiik hacimler
madde sarfiyatin1 arttirmakta, fazla hacim kapladign icin ITK tabaka sarfiyatini
arttirmaktadir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda, hem kullanilan kimyasal miktarini en
aza indirgemek ve ITK tabaka iizerine daha fazla numune damlatmak i¢in hem de renk
degerinin en 1yi belirlenebilinecegi hacim olmasi agisindan damlatma hacminin 15 pL
olmasina karar verilmistir.

Reaksiyonun gergeklesme ortaminin belirlenmesi i¢in optimize edilen DPPH radikali
calisma konsantrasyonunda ve damla hacminde, 0,05-20 mM konsantrasyonlarinda
siringaldehit standardi ile iki farkli deneme yapilmistir. Bu ¢alismada ve bundan sonraki
zamanla reaksiyon siirecinin takip edildigi calismalarda genellikle reaksiyon kinetigi yavas
oldugu yani reaksiyon siirecini ge¢ tamamladig1 i¢in siringaldehit standardi kullanilmastir.
Yapilan ¢aligmanin ilkinde tipki spektrofotometrik yontemde oldugu gibi reaksiyon tiipte
tamamlandiktan sonra ITK tabaka iizerine damlatilmistir. Dolayisiyla reaksiyon deney
tiipiinde baslaylp sonlandi1 icin yani reaksiyon bittikten sonra ITK tabaka iizerine
damlatildig1 i¢in burada, ITK yapisinda bulunan dolgu maddesinin reaksiyona bir etkisi
olmamistir (Sekil 112). Diger ¢alismada ise ¢ozelti deney tiiplerinde karistirildiktan sonra
hemen ITK tabaka iizerine damlatilmistir (Sekil 113). Dolayistyla reaksiyon ITK tabaka
tizerinde gerceklestigi i¢cin tabakanin yapisinda bulunan silika dolgu maddesi de etkin
olmustur. Sonuglar incelendiginde damlatma ¢alismasinda, reaksiyon ITK tabaka iizerinde
gerceklestiginde sonuglar daha diizenli ¢ikmis gibi goziikse de, tabaka iizerine damlatilan
cozeltilerin zamanla sararmis ve belli bir zaman sonra hepsi esitmis gibi goriinmiistiir.
Yani tabaka tlizerine damlatilan farkli konsantrasyonlar ayni renk degerlerini vermistir.
Reaksiyonun tiiplerde tamamlandiktan sonra ITK tabaka iizerine damlatilmasinin daha iyi
sonuclar verdigi gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu 6zelligi ile spektrofotometrik yontemle
de uyum gostermistir.

Diger bir optimizasyon calismasi da ITK tabaka iizerine damlatilan ve olusan
yuvarlak goriintiilerin hangi bolgelerinin renk degerlerinin belirlenecegidir. Bu ¢aligmada
damla hacminin belirlenmesi i¢in Troloks standardi ile yapilan ¢alisma degerlendirilmistir.

Ayn1 sekilde konsantrasyonlar ve damla hacimleri kullanilmistir. Calisma ile ITK tabaka
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tizerinde olusan halkalarin renk degerleri belirlenirken ilk ¢alismada olusan biitiin
halkalarin tam orta kisimlarindaki alanin renk degerleri belirlenmistir. Digerinde ise halka
icindeki rastgele bolgelerin renk degerleri belirlenmistir. Bu calisma ile ayni zamanda
damla hacminin kii¢iik ya da biiyiik olmasmin Olclilen degeri ne kadar etkiledigi de
belirlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda iki yOntem arasinda ¢ok biiyiikk farkliliklar
gdzlemlenmemistir. Ancak yiiriitiilen ¢alismanin tamaminda ayn1 olmas1 agisindan ITK
tabaka ilizerinde olusan halkalarin orta kisimlarinin renk degerlerinin dl¢lilmesine karar
verilmigtir. Ayrica damla hacminin belirlenmesinde oldugu gibi halka ¢apinin ¢ok kiiciik (5
puL) ve cok biiyiik (50 ve 100 pL) oldugu hacimlerde olciilen renk degeri de diizenli
degisim gostermeyebiliyor. Bu sekilde yapilan optimizasyon g¢alismalari tamamlandiktan
sonra bu degerler biitlin calismada kullanilmistir.

Damlatma yonteminde yapilan diger bir ¢alisma da farkli &zelliklere sahip ITK
tabakalarin reaksiyonu nasil etkiledigidir. Bu ¢alismada laboratuvarimizda bulunan ITK
Silika gel 60 ve ITK Silika gel 60 Fys4 olmak iizere iki farkli ITK tabaka kullanilmistir.
Calisma 0,5-20 mM konsantrasyonlarda hazirlanan siringaldehit standardi ile yapilmisgtir.
ITK arasinda fark olup olmadigini belirlemek igin reaksiyon ortaminin belirlenmesinde
oldugu gibi reaksiyonun tiipte ger¢eklesip sonra tabaka {iizerine damlatildigr ve
reaksiyonun tabaka iizerinde gerceklestigi her iki farkli ITK tabaka kullanilarak iki ¢alisma
yapilmistir. Calisma sonucunda reaksiyon ortaminin belirlenmesinde yapilan ¢alismadaki
gibi reaksiyon tlipte tamamlandiktan sonra tabaka lizerine damlatilmasinin daha dogru
oldugu gériilmiistiir. Farkli 6zellikteki ITK’larin degerlendirilmesinde ¢ok biiyiik farklilik
gbzlemlenmemistir. Yani ¢alisma igin her iki ITK tabaka da kullanilabilir. Ancak bu iki
ITK tabakanin 6zellikleri bir birine benzemektedir. Iki ITK tabaka da polar dolgu
maddelerine sahiptir. Sadece ITK Silika gel 60 Fys4 tabaka floresans etkisi gdstermektedir.
Ama floresans etkiye sahip olmasi calisma icin farklilik gostermemistir. Dolayisiyla
calismada daha farkli 6zellikteki ITK tabakalarda kullanilip degerlendirilebilir.

DPPH yontemi ile antioksidan tayininde, damlatma yontemi i¢cin DPPH ¢alisma
konsantrasyonu, damla hacmi, reaksiyonun gerceklesme ortami ve reaksiyon siiresi gibi
optimizasyon ¢alismalar1 yapildiktan sonra standartlar ve numuneler ile hem
spektrofotometrik hem de damlatma ¢alismalar1 yapilmistir. Calismada her iki yontemde
de antioksidan standartlar olan BHT, klorojenik asit, ferulik asit, gallik asit, kafeik asit,
katesin, kuersetin, protokatekuik asit, rutin ve siringik asit ve metanol ve etilasetat ile

hazirlanan kantaron, sarisabir, yesil ¢ay, ithlamur, yesil cay (EtAc), biberiye, zerdecal ve
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havaciva gibi bitki ekstraktlar1 kullanilmistir. Oncelikle spektrofotometrik yontemde
oldugu gibi farkli konsantrasyonlarda standartlar ve bitki ekstraktlar1 ile 2000 pM DPPH
konsantrasyonunda her birinin SCso degerleri hesaplanmustir (Sekil 23-32). Daha sonra
ayni standart ve numunelerle farkli konsantrasyonlarda damlatma yontemi uygulanarak
CSCso degerleri hesaplanmustir (Sekil 35-62).

Spektrofotometrik yonteme gore standartlar SCsy degeri en disiik olan yani
antioksidan aktivitesi en yiiksek olandan diisiik olana dogru siralamaya koyuldugunda
siralama sdyledir: gallik asit, siringik asit, katesin, kafeik asit, kuersetin, protokatekuik asit,
ferulik, BHT, klorojenik asit ve rutin standardi ve bitki ekstraktlar1 siralandiginda yesil
cay, havaciva, thlamur, zerdecal, biberiye, nane, yesil ¢cay (EtAc), kantaron ve sarisabir
bitki ekstraktidir. Ayni diisiinceyle damlatma yoOntemine gore siralama yapildiginda,
standartlar i¢in siralama: gallik asit, siringik asit, kafeik asit, protokatekuik asit, katesin,
klorojenik asit, kuersetin, ferulik asit, rutin ve BHT standardi ve bitki akstraktlar1 i¢in
siralama: yesil ¢ay, thlamur, havaciva, zerdegal, biberiye, nane, yesil ¢ay (EtAc), kantaron
ve sarisabir bitki ekstraktidir. Yapilan aktivite siralamasi degerlendirildiginde,
spektrofotometrik ve damlatma yontemi arasinda oldukc¢a benzer bir uyumun oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica yesil cayin metanol ve asetonitril ekstraktlarindan metanol
ekstraktinin her iki yontemde de daha yiiksek aktioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Yaygin olarak kullanilan diger antioksidan yontem olan FRAP testi sonuglari
sOyledir: Bu ¢alismada DPPH ile damlatma ¢aligmasinda yapilan optimizasyon ¢alismalari
tekrar edilmemistir. Bu ¢alismada 6n denemelerde FRAP reaktifinin spektrofotometrik
calismalardaki konsantarsyon ile ayni degerde, yani en diisiik konsantrasyonda
calisildiginda sonug verdigi i¢in bu konsantrasyonda c¢alisilmistir. Damla hacmi optimize
edildigi gibi 15 pL olarak kullanilmistir. Calismada DPPH testinde oldugu gibi FRAP
testinde de, 400 uM konsantrasyonunda standartlar (gallik asit, ferulik asit, protokatekuik
asit, siringik asit, kafeik asit, BHT, katesin, klorojenik asit, vanilin ve benzoik asit) ve 1
mg/mL konsantrasyonunda bitki ekstraktlari (nane, yesil ¢ay, havaciva, zerdegal, biberiye,
ekinezya, sarisabir, rezene, kantaron, ebegiimeci, yesil ¢ay (EtAc), 1sirgan otu (EtAc) ve
thlamur (EtAc) kullanilarak hem spektrofotometrik hem de damlatma metodu
uygulanilarak yapilmistir. Spektrofotometrik FRAP testi laboratuarimizda daha oOnce
yapilmis c¢alismalardaki gibi uygulanarak farkli konsantrasyonlarda Troloks standardi
calisilmig ve elde edilen grafik degerinden yararlanilarak her bir standardin ve numunenin

uM TEAC degerleri belirlenmistir. Damlatma c¢alismasinda ise Troloks ile farkl
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konsantrasyonlarda reaktif korii ve numune korii de {liger paralel olacak sekilde calisilmis
ve sonuglar grafige gecirilmistir. Calisilan standart ve numunelerde bu grafikten elde
edilen deger kullanilarak her bir numunenin pM TEAC degerleri hesaplanmuistir.

Uygulanan her iki yontemde de standart ve bitki ekstraktlar: antioksidan aktivitesi en
ylksek olandan en diisiik olana dogru siralamaya konuldugunda siralama soyle olmustur.
Spektrofotometrik yonteme gore standartlar igin, gallik asit, kafeik asit, protokatekuik asit,
siringik asit, BHT, klorojenik ait, ferulik asit, katesin, vanilin ve benzoik asit ve bitki
ekstraktlar i¢in, yesil ¢ay, thlamur, biberiye, nane, zerdecal, havaciva, yesil ¢ay (EtAc),
kantaron, ekinezya, 1sirgan otu, ithlamur (EtAc), sarisabir, rezene, ebegiimeci ve 1sirgan
(EtAc)’dir. Damlatma yOntemine gore ise, standartlar icin, gallik asit, kafeik asit,
protokatekuik asit, siringik asit, BHT, ferulik asit, katesin, klorojenik ait, vanilin ve
benzoik asit ve bitki ekstraktlar1 i¢in, yesil ¢cay, thlamur, biberiye, nane, zerdegal, havaciva,
yesil cay (EtAc), kantaron, ekinezya, 1sirgan otu, sarisabir, ebegiimeci, rezene, thlamur
(EtAc), ve 1sirgan (EtAc)’dir. Yapilan siralandirma degerlendirildiginde FRAP yontemiyle
yapilan spektrofotometrik testin ve damlatma testinin aktivite sonuglart hem standartlar
hem de bitki ekstraktlari i¢cin olduk¢a benzerdir. Hatta iki yontem arasindaki uyum DPPH
yontemine gore daha iyidir (Sekil 136 ve 138).

Diger yeni gelistirilen yontem olan, HP 2060 yazic1 ve kartuslarinin kullanilarak
yapildig1 piiskiirtme yontemi iki antioksidan standart ile yiiriitiilmiistiir. Yapilan ¢aligmada
piiskiirtme adina birgok olumsuzluklarin yasanmasindan dolay1 6zet olarak sadece bu iki
standart ile yapilan ¢aligmalar mevcut ¢alismada yer almistir. Protokatekuik asit ve Troloks
standartlar1 ile yapilan spektrofotometrik c¢alismada SCsy degerleri belirlenmistir:
protokatekuik standardi i¢in SCsp = 356,2813 uM ve Troloks standardi i¢in SCsp =
177,8485 uM olarak hesaplanmistir. Degerler incelendiginde Troloks standardinin
antioksidan aktivitesinin protokatekuik asidin antioksidan aktivitesinden daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Damlatma yontemine gore elde edilen CSCsy degerleri ise,
protokatekuik asit igin CSCsg = 525 uM olarak Troloks standardi igin ise CSCsp =995 uM
olarak hesaplanmistir. Spektrofotometrik yontemde oldugu gibi damlatma yonteminde de
Troloks’un protokatekuik asitten daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmektedir. Esas yapilan piiskiirtme c¢alismasinda 3000 uM konsantrasyonunda
hazirlanan metanolik DPPH radikali ve standartlar farkli yiizdelerde ITK tabaka {izerine
puskiirtillerek renk degerleri belirlenmistir. Piiskiirtme yapilirken DPPH radikali sabit

tutulmus ama standartlarin  konsantrasyonu %0-100 arasinda artacak sekilde
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puskiirtiilmiistiir. Pliskiirtme sonunda Troloks standardinin DPPH radikalinin %13’liik bir
kismini, protokatekuik asidin ise %7’°lik bir kismini temizledigi goriilmiistiir. Dolayisiyla
puskiirtme yonteminde de Troloksun protokatekuik asitten daha yiiksek bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu goriiyoruz.

Calismalar sonucunda yaygin olarak kullanilan iki antioksidan yontemde de (DPPH
ve FRAP yoOntemi) uygulanan spektrofotometrik ve yeni gelistirilen damlatma yontemi
arasinda hem standartlar hem de bitki ekstraktlar1 icin benzer sonuglarin ¢iktig
goriilmiistiir. Dolayisiyla hem DPPH hem de FRAP testi i¢in spektrofotometrik 6lgiim
yerine damlatma yontemi uygulanabilir. Damlatma yontemi uygulanarak yapilan her iki
antioksidan testte de, yeni gelistirilen bu yontemin, spektrofotometrik yonteme gore birgok
avantajinmn oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle spektrofotometre olmadan basit bir
sekilde ve her laboratuvar ortaminda bu iki antioksidan testin yapilabilinecegi goriilmiuistiir.
Yeni yontemle spektrofotometre olmadan sadece bedava ve kolaylikla ulasilabilecek bir
program kullanilarak testler yapilabilir. Ayrica bu yeni yontemle 6zellikle DPPH testinde
giin i¢inde ¢alisilacak madde sayisi arttirilabilir. Bu yontemin diger bir 6nemli yonii ise
deney maliyetinin azaliyor olmasidir. Bu yontemle kullanilan reaktif ve kimyasal miktar
azalmistir. Spektrofotometrik yontemde daha diisiik konsantrasyonda DPPH radikali
kullanilsa da absorbans Ol¢iimiinde kullanilan hacmin fazla olmasindan toplam olarak
diisiintildiiglinde damlatma yoOnteminde daha az reaktif kullanilmaktadir. Ayrica bu
yontemle spektrofotometrik ¢alismada kullanilan plastik kiivetlerin harcanmasina da gerek
kalmamaktadir. Kisacasi mevcut c¢alismada damlatma yonteminin spektrofotometrik

yontemle esdegerde ve bir¢ok yonden daha avantajli oldugu goriilmiistiir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada kullanilan birgok antioksidan standardin ve iki farkli ¢ozeltide
hazirlanan, farkli derecelerde antioksidan aktiviteye sahip olan bitki ekstraktlariin hem
spektrofotometrik hem de yeni gelistirilen damlatma yontemine gore yapilan ¢aligmalar ve
elde edilen verileri degerlendirilmistir. Ayrica diger bir yeni gelistirilen ve tam olarak
tamamlanamayan yazici yardimu ile iki antioksidan standart (Troloks ve protokatekuik asit)
kullanilarak yapilan piiskiirtme ¢aligmasinin sonuglar1 da degerlendirilmistir.

Spektrofotometrik yontemle DPPH testinde reaksiyon kinetikleri belirlenen
standartlar ve bazi numunelerin genel olarak reaksiyon tamamlama siirelerinin 60 dk
oldugu goriilmiistiir. FRAP testi ile yapilan calismada ise literatiir ile esdeger olarak
calisilan standart ve numunelerin reaksiyonu tamamlama siirelerinin 20 dk oldugu
goriilmiistiir. Ayrica farkli hizda bozunan FRAP reaktifi ile yapilan reaksiyon kinetigi
calismast sonunda hizli bozunan FRAP reaktifinin reaksiyonu belli bir yere kadar
arttirdiktan sonra Olgiilebilen antioksidan kapasitenin azaldigir goriilmiistiir. Dolayisiyla
cabuk bozunan FRAP reaktifi ile calisma yapildiginda FRAP testi i¢cin kullanilan 20
dakikalik stire agilmamalidir. Bu reaktif ile reaksiyon 60 dakika takip edildiginde yanlis
diistik aktivite 6l¢timleri yapilabilir.

DPPH testinde spektrofotometrik yonteme gore calisilan standartlar antioksidan
aktivitesi en yiiksek olandan diisiik olana dogru siralamaya koyuldugunda siralama gallik
asit, siringik asit, katesin, kafeik asit, kuersetin, protokatekuik asit, ferulik, BHT,
klorojenik asit ve rutin standardi ve bitki ekstraktlar1 siralandiginda yesil cay, havaciva,
thlamur, zerdecal, biberiye, nane, yesil ¢ay (EtAc), kantaron ve sarisabir (aloe vera) bitki
ekstraktidir. Aym diislinceyle damlatma yontemine gore siralama yapildiginda, standartlar
icin siralama gallik asit, siringik asit, kafeik asit, protokatekuik asit, katesin, klorojenik
asit, kuersetin, ferulik asit, rutin ve BHT standard1 ve bitki akstraktlari igin siralama yesil
cay, thlamur, havaciva, zerdegal, biberiye, nane, yesil ¢ay (EtAc), kantaron ve sarisabir
(Aloe vera) bitki ekstraktidir. Yapilan aktivite siralamasi ve belirlenen SCsp ve CSCsg
degerleri karsilastirmasi degerlendirildiginde, spektrofotometrik ve damlatma yontemi
arasinda oldukga benzer bir uyumun oldugu gozlemlenmistir. Iki ydntem arasindaki

korelasyon yani R? degeri 0,9923 tiir.
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FRAP testinde spektrofotometrik yonteme gore standartlar i¢in siralama gallik asit,
kafeik asit, protokatekuik asit, siringik asit, BHT, klorojenik ait, ferulik asit, katesin,
vanilin ve benzoik asit ve bitki ekstraktlar1 icin, yesil ¢ay, thlamur, biberiye, nane,
zerdegal, havaciva, yesil cay (EtAc), kantaron, ekinezya, 1sirgan otu, thlamur (EtAc),
sarisabir, rezene, ebegiimeci ve 1sirgan (EtAc)’dir. Damlatma yoOntemine gore ise,
standartlar i¢in, gallik asit, kafeik asit, protokatekuik asit, siringik asit, BHT, ferulik asit,
katesin, klorojenik ait, vanilin ve benzoik asit ve bitki ekstraktlari i¢in, yesil ¢ay, ithlamur,
biberiye, nane, zerdegal, havaciva, yesil ¢ay (EtAc), kantaron, ekinezya, isirgan otu,
sarisabir, ebegiimeci, rezene, ihlamur (EtAc), ve isirgan (EtAc)’dir. ki yontem igin
standartlar arasindaki korelasyon degereri R? 0,988 ve bitki ekstraktlar1 arasindaki
korelasyon degeri ise R? 0,9852"dir.

Spektrofotometrik ve damlatma yontemi i¢in korelasyon degerlerine bakildiginda iki
yontemin DPPH ve FRAP testlerinin her ikisinde gayet uyumlu olduklar1 goriilmektedir.
Dolayasiyla ¢ikan  sonuglara  bakildiginda damlatma yontemi uygulanilarak
spektrofotometre kullanmadan bu iki antioksidan testin rahathikla yapilabilecegi
goriilmiistiir. Dolayisiyla spektrofotometreye gerek duymadan sadece uygun bir zemin
(ITK plaka veya kagit) ve renk lgiim programi (Image J) kullanilarak antioksidan testler
her laboratuar ortaminda kolaylikla yapilabilir.

Gelecekte piiskiirtme yOntemiyle yapilan c¢aligsmalarin degerinin artmasi ve tez
kapsaminda bu yontem kullanilarak yapilan ¢aligmalarin olumlu sonu¢ vermesinden dolay1
daha sonraki zamanlarda bu yontemin uygulanmasinda ki sorunlar ortadan kaldirilarak
daha kapsamli ¢caligmalar yapilacaktir.

Bundan sonraki galigmalarda, silika ITK tabaka yerine farkli 6zellikteki plakalar ve
kagitlar kullanilarak c¢alisma gelistirilebilir, benzer c¢aligma gida ve ila¢ analizi gibi
calismalar i¢in gelistirilebilir ve damlatma yontemi ile bagka renkli antioksidan yontemler

denenebilir.
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