KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

BIiTKi OZUTLERI VE DOGAL URUNLERIN TEREYAGININ BOZUNMASINI
ONLEYIiCi OLARAK KULLANILMALARI

YUKSEK LiSANS TEZi

Kimyager Ugur KARDIL

OCAK 2016
TRABZON



KARADENIZ TEKNiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANADILIM DALI

BiTKi OZUTLERIi VE DOGAL URUNLERIN TEREYAGININ BOZUNMASINI ONLEYIiCi
OLARAK KULLANILMALARI

Ugur KARDIL

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince

YUKSEK LISANS (KIMYA)
Unvam Verilmesi i¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 12/01 /2016
Tezin Savunma Tarihi :28/01/2016

Tez Damisman : Prof. Dr. Murat KUCUK

Trabzon 2016



KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Kimya Anabilim Dahnda
Ugur KARDIL tarafindan haarlanan

BITKI OZUTLERI VE DOGAL URUNLERIN TEREYAGININ BOZUNMASINI ONLEYICI
OLARAK KULLANILMALARI

baglikli bu ¢alisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 12/ 01/2016 giin ve 163E sayili

karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan sinavda
YUKSEK LIiSANS TEZi
olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan : Prof. Dr. SevgiKOLAYLI
Uye  : Prof. Dr. Murat KUCUK

Uye  : Dog.Dr. HiseyinAvni UYDU e,

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ

Enstiti Muduari



ONSOZ

‘Bitki Oziitleri ve Dogal Uriinlerin Tereyagmin Bozunmasini Onleyici Olarak
Kullanilmalar1® adli bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmistir.

Oncelikle c¢alisma konusunun seciminde bana yol gdsteren, arastirmalarimin
baslangicindan bitimine kadar yardim ve destegini esirgemeyen ve bana arastirma zevki ve
bilimsel diisiince disiplini asilamak i¢in ¢aba goOsteren, tezimin her asamasinda bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim damisman hocam Sayin Prof. Dr. Murat KUCUK’ e
tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu tez ¢alismasini 2210-C Oncelikli Alanlara Yonelik Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs
programi kapsaminda desteklemis olan TUBITAK a tesekkiir ederim.

Laboratuvar calismalarimda benden yardimlarini esirgemeyen Semra ALKAN
TURKUCAR, Ayca AKTAS KARACELIK, Zeynep AKAR, Derya CANSIZ ve Hacer
DOGAN’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calisgmam igin gerekli olan tereyagimi saglayan ve desteklerini esirgemeyen,
bolgemizde tiretim yapmakta olan Kahvalti Diinyasi firmasina ayrica tesekkiir ederim.

Tiim ¢alismam boyunca bana anlayis gosteren ve destek veren canim aileme,
arastirmam siiresince maddi ve manevi desteklerini esirgemedikleri i¢in tesekkiirii bir borg

bilirim.

Ugur KARDIL
Trabzon 2016



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Bitki Oziitleri ve Dogal Uriinlerin
Tereyaginin Bozunmasmi Onleyici Olarak Kullanilmalar1” baslikli bu ¢alismay1 bastan
sona kadar danmismanim Prof. Dr. Murat KUCUK’ iin sorumlulugunda tamamladigima,
verileri/ornekleri  kendim topladigimi, deneyleri/analizleri ilgili laboratuvarlarda
yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakc¢ada
eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢caligma siirecinde bilimsel aragtirma ve etik kurallara uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 28/01/2016

Ugur KARDIL



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ..ottt sttt sttt bt Il
TEZ ETIK BEYANNAMESI. ..ottt \Y
ICINDEKILER ......ovviicteieiet ettt st s s ettt en e ae s s s nesassasnas oo \Y,
OZET oottt ettt ettt IX
SUMMARY ettt b e X
SEKILLER DIZINT ...cocviviiicieiciceeeece ettt XI
TABLOLAR DIZINT.....ooiiiiceccee ettt XV
SEMBOLLER DIZINT ..o XV
1. GENEL BILGILER .....c..cttiiiiiiiiiniie e 1
11 € 515 USRS 1
1.2 Serbest Radikaller ve Olusum Mekanizmalari..........ccooovereeiiienieiieenieeee e 2
1.2.1.  Serbest Radikallerin TUIIETT .....ccceeiviiiieiiieie e 3
1.2.1.1. Reaktif Oksijen Turleri (ROT) ....cccooviiiiiiiiiieieeeeere e 4
1.2.1.2. Reaktif AZot TUIIETT (RAT).eciiieieieiesiieeeieie e 5
1.2.2.  Serbest Radikallerin Kaynaklart...........ccoccorviiiiiiiiiiiicicceeee e 5
1.2.2.1. Endojen KaynakKIar..........coouoiiiiiiee e 5
1.2.2.2. EKSOJEN KAYNAKIAT .......ccveiiiiiiiicc et 6
1.2.3. Serbest Radikallerin Zararlt EtKileri.........ccoooviiiiiiiiiiiiiiieec e 6
1.2.4.  Oksidatif Stres ve Buna Bagli Olusabilecek Rahatsizliklar.............ccccooviiiienennn 7
1.3. ANTOKSTAANIAN ... e 8
1.3.1. Antioksidanlarin Siniflandirtlmast .........c.ccooviiiiiiiiii e 8
1.3.1.1. Dogal AntiokSIdanlar ............cccoviiiiiiiiiiiii 9
1.3.1.2. Yapay AntioKSIAanIar. ..o 10
1.3.2.  Serbest Radikallerin Temizlenmesinde Etkili Molekiller ...........c.cccccevvviriirnnnnnne 11
1.4. Gidalar ve AntiokSidanlar ............cooieiiiiiiiiii 12
1.5. Antioksidan Aktivite Tayin YOntemleri........cccoviviiiiiiiiiniiiiiiecc e 13
1.5.1. DPPH- Radikali Temizleme Aktivitesi YONtEMI .......ccceevrvrrirveeiiiieiiiie e 13
1.5.2.  Demir (III) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) YOntemi ..............cccuvenne. 14

\Y,



1.5.3.
1.5.4.
1.5.5.
1.5.6.
1.5.7.
1.5.8.
1.5.9.
1.5.10.
1.6.
1.6.1.
1.6.1.1.
1.6.1.2.
1.6.2.
1.7.
1.7.1.
1.7.1.1.
1.7.1.2.
1.7.2.
1.7.2.1.
1.7.2.2.
1.7.2.3.
1.7.2.4.
1.7.2.5.
1.8.
1.8.1.
1.8.2.
1.8.3.
1.8.4.
1.8.5.
1.8.6.
1.8.7.
1.8.8.
1.8.9.

Toplam Fenolik Madde Tayini ..o e 15

TIYOSIYANAL YONEEIM c.vevveivieiieie et sie ettt e e e sneesra e nns 15
MDA Olusumunun InhibiSyonu YONtemi ........ccevveeereeeeeeeeeeceesssseseneens 15
Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) YOntemi ........c.ccocevvvvriviinnennn. 16
Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) YOntemi .........ccocvvveivireennnn. 16
Bakir (II) Indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi .........co.c........ 17
Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin YONtEMI ...cccoevvvevviieiiieeiiiieiiiiiesiiens 17
Floresans Sonme Zamani Yontemi ile Antioksidan Aktivite Tayini ................... 18
=1 )Y/ TR TOT 18
EKStraksiyon CeSItIOTT ....uviiiviiiiiiieiiiie it 18
S1vI-S1v1 EKStrakSIyon ........ccciiiiiiiiiiiiiiii e 18
Kat1-S1v1 EKStrakS1yon .......c.cociiiiiiiiiiiciiee e 19
EKStrakSiyon YONTEMI ...ccveivieiiiiiiiieiesie e 19
Yag Oksidasyonu ve Oksidatif Kararlilik .........cccooooviiiiiiiiniii 20
Oksidatif Bozunma UTHNIErT ........ccovevicveveiiiicieieeieeeeeee e, 21
Birincil Oksidatif Bozunma Urlinleri ...........cccoovvveeeerevirieccreeeseeeee e 21
Ikincil Oksidatif Bozunma UTGNIETT ..........cccoveveveveceeeieiiseeeceeieeeseeeeseeeseneneseeens 22
Yaglarda Oksidatif Kararlilik Belirleme Yontemleri ........cccocvvveiiiiciiciieiee 22
PEroKSIt DE@GETT ..ovvieiiiiiiieiiic et 22
Tiyobarbitiirik Asit (TBA) DEZEIT ....cceeervirieiiiiiiieisiisie e 23
Konjuge Dien ve Trienlerin BelirlenmMesi .........cccoovviiiiiiiiiii e 23
Para-anisidin degerinin belirlenmesi ..........cccocoeviiiiiiiiin 23
Serbest Yag ASitlers TayINi ......cccovviiiiiiiiiiiiiie e 24
Calisilan Bitkiler ve OZellTKIETT .......c.ovovveveeeeieieeeeeeeeeceeeeeeee et 24
Sarisabir Bitkisinin OZeIKIEIT .........c.eveveveueeeeereeeeeieieeieieeee e, 24
Isirgan Bitkisinin OZellKIETT ..........coeveveviiieiviieiiiieeee et 25
S1gir Kuyrugu Bitkisinin OZellIKIErT .........ccvvvveveviveiiicieiiceiieessevesseesese e, 25
Thlamur Bitkisinin OZellKIETT .........ccceevevicueieieiieceeeeteseeeceeee e 26
Coban Cantast Bitkisinin OZelliKIETT ...........cccveveveveveverereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenas 27
Ekinezya Bitkisinin OZellKIEIT .........cccceveviviveriiieiiereieteieeseeie e 27
Karahindiba Bitkisinin OZellKIETT ...........cccovveveveriereieiireeececieees e sesesseeaas 28
Kayin Bitkisinin OZelIKIEIT ........c.co.vvevrirereiireriiereieeerssee e 28
Giilhatmi Bitkisinin OZellKIETT ........ccevoveveveeereeeeeieeeeeeeeeeeee e 29



1.8.10.
1.8.11.
1.8.12.
1.8.13.
1.8.14.
1.8.15.
1.8.16.
1.8.17.
1.8.18.
1.8.19.
1.8.20.
1.8.21.
1.8.22.
2.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
24.1.
24.1.1.
2.4.1.2.
2.4.2.
2.4.3.
2.5.
2.6.
2.6.1.
2.6.2.
2.6.3.

3.1
3.1.1.
3.1.1.1.

Okse Otu BitKiSinin OZEIHKIETT ©.vvevveveereeeeeeeeeeeeee e eereeeeeeeeeeeeeeeresssesaesessesresnens 30

Ogul Otu Bitkisinin OZelIKIETT ......c.vvveveveviiiecreiereieeeeeveeses e, 30
Ayva Yapragi Bitkisinin OZellTKIETT ......c.evvvevrurerecereeeececceceeceeceeeessseeseeeees 31
Zeytin Yaprag Bitkisinin OZelliKIErT ...........ccccvvreverreeririeesicreeeeesesse e 31
Ebegiimeci Bitkisinin OZelliKIErT ..........c.cceveveviircveiieireicee e 32
Funda Bitkisinin OZElIKIEIT ...........ccoeevevivieieereriiieieeeeietes et sen e 33
Papatya BitkiSinin OZEIIKIETT ......cocccvrveveeeerereeeeeceecececseseeeseessseseesesseess e s 33
Sinirli Ot Bitkisinin OZelTKIErT .........cccooevevevevirereeiereeeeee e, 34
Yesil Cay Bitkisinin OZellIKIETT .......cccovevvecuereiireeceeeieieseeeceeteees e eseneeeeas 34
Aslanpengesi Bitkisinin OZelKIETT .......cvvvvvevevevreceeeeceeccceceeseeeessseseseeees 35
Biberiye Bitkisinin OZellKIETT .......cv.cveviveveiiieiiicieieeiesee e 35
Ceviz Yapragi Bitkisinin OZelliKIErT ............ccvevreecreriereriicreiieeeiesesie e, 36
Sar1 Kantaron Bitkisinin OZellKIETT ..........c.ccvevevevireeceereieeceeeeeeisses e ee e, 37
YAPILAN CALISMALAR ..ot 38
Kullanilan Cihazlar ..........cccoiiiiiii e 38
Kullanilan Kimyasallar ve COzZeltiler ...........ccoiiiiiiiiiiiiicee e 39
Bitkilerin Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmast ..........ccccooceiiiiiinnniiieniecee, 42
ANtioksidan AKEIVITEIEE ........cociiiiiieiee e 43
DPPHe* Radikal Temizleme AKIVITEST ....cvereeiiierieiiieiieiieesee e 43
ON DENEMELET ...ttt 43
SCs0 Degerinin BelIrlenmesi ........c.coociiiiiiiiiiiieiiceeee e 44
FRAP YONTEIMT ..vviiiiiiiiiiiiiie et 44
Toplam Fenolik Madde MIKtart .........ccccooviiiiiiiiiiiiiicee e 46
Duyusal ve Gorsel AnalizIer ... 47
Oksidatif Kararlilik YOntemleri .........cccoocoiiiiiiiiiiiiieceeeeeee e 48
Tiyobarbitiirik Asit (TBA) DEZETT ...ceevcviiiiiiiiiiieieeeee e 48
Peroksit DEGETT ....ceeiviiiiiiiiiiiii i 49
Serbest Yag Asitlerinin Belirlenmesi .........cccoceviiiiiiiiiiiiiiicise, 49
BULGULAR VE TARTISMALAR ....cooiiiiiiiieie e 51
Oziitlerin Antioksidan AKHVItEIETT...........c.cveveveveveeereeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeee s 51
DPPH- Radikal Temizleme AKtVIteleri ...........cccoiiiiiiiniiiee 51
Sulu Ekstraktlarda DPPHe+ Radikal Temizleme Aktiviteleri ............ccccovennn, 52

Vi



3.1.1.2. Su ile Doyurulmus Etil Asetat Ekstraktlarinda DPPHe Radikal
Temizleme AKEVITEIEIT........c.coo i 53
3.1.2.  Demir (III) Indirgeme/Antioksidan KUVVeti ........cccccceervirerererersecieieeisseresnnas o4
3.1.2.1. Sulu Ekstraktlarda Demir (III) indirgeme/Antioksidan Kuvveti ..........c.cccoevee... 54
3.1.2.2. Su ile Doyurulmus Etil Asetat Ekstraktlarinda Demir (IIT) indirgeme/
ANLIOKSIAAN KUVVELT ... 55
3.1.3. Toplam Fenolik Madde MIKEart ...........cccooiiiiiieiiiiiiesiiiee e 56
3.1.3.1. Sulu Ekstraktlarda Toplam Fenolik Madde MiKtart .........ccccoooevvereniensieennnennnnn 57
3.1.3.2. Suile Doyurulmus Etil Asetat Ekstraktlarinda Toplam Fenolik Madde
IMIIKEATT ¢ttt ekttt e bt et e et e et e e nbe e e nbe e beeenee e e 58
3.2. Antioksidan Aktivite Yontemlerinin Karsilagtirtlmast .........ccooceeiiiiiiiiniieennns 59
3.2.1.  Sulu Ekstraktlardaki Antioksidan Aktivite Yontemlerinin Karsilagtirilmasi ....... 59
3.2.2.  Su ile Doyurulmus Etil Asetatli Ekstraktlardaki Antioksidan Aktivite
Yontemlerinin Karsilastirtlmast ........cc.eeeeiiiiieiiiiiee e 60
3.3. Su ve Su ile Doyurulmus Etil Asetatli Ekstraktlarin Antioksidan
Aktivitelerinin Kargilagtirtlmast........cccveeeiiiiieiiiiiec e 62
3.4. Oziitlerin Oksidasyona Karst AKGVItEIErT ........ccvvreveriirerriereiiiseseieeissesesessenne, 63
3.4.1. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) DEZEIT .....ccceeiiiiiiiiiiiiiesie e 63
3.4.2.  Serbest YaZ ASILISTT ...ocuveiiiiriiieiiieiesesee e 66
3.4.3. PerokSIt DEZEIT ..ooivviiiiiiiiieiiiie e 69
4, SONUCLAR VE ONERILER .....ccovuitititiieieieieeete ettt 70
5. KAYNAKLAR ettt 72
OZGECMIS

Vil



Yiksek Lisans Tezi

OZET

BIiTKi OZUTLERI VE DOGAL URUNLERIN TEREYAGININ BOZUNMASINI ONLEYICi
OLARAK KULLANILMALARI

Ugur KARDIL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2016, 74 Sayfa

Gida teknolojisi acisindan bakildiginda yag ve yag icerigi zengin iirlinlerin oksidasyona
ugrama olasiliklar1 oldukga fazladir. Oksidasyona ugrayan bu tiriinlerin lezzet, renk, doku, koku ve
besin degeri gibi karakteristik ozellikleri bozulmaktadir. Antioksidanlar oksidatif ransidite ve
oksipolimerizasyon sonucu olusan bu bozunmalar1 dnleyebilmektedirler. Tereyagi veya benzeri
gidalarda oksidasyonu onlemek adina BHT, BHA ve TBHQ basta olmak iizere bircok sentetik
antioksidan kullanilmaktadir. Antioksidan olarak kullanilmakta olan bu kimyasallarin saglik
agisindan bir¢ok zararli etkisi bulunmaktadir. Hem bu zararl etkileri giderip hem de oksidasyonu
onleyebilmek adina bitki ve baharatlarda bulunan flavonoidler, fenolik asitler, vitaminler ve ugucu
bilesikler gibi daha ¢ok sekonder metabolit olan dogal antioksidanlari kullanmak daha anlamli
olacaktir. Bu amagla ¢alismada tereyaginin tadinda, kokusunda ve renginde degisiklik yapmayacak
22 adet bitki temin edilip sulu ve su ile doyurulmus etil asetatli ekstraktlar1 hazirlandi. Bu
numunelere in vitro antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla FRAP, DPPH ve Folin
antioksidan aktivite testleri uygulandi. Bu ¢alismalarin 1s18inda yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
bitki ekstraktlart (UKS11, UKS15, UKS18, UKS19, UKS20, UKE15, UKE18, UKE19, UKE20)
tereyaginda oksidasyon ve acilagsmayi onlemek adina kullanilmak iizere secildi. Segilen bu bitki
ekstraktlarinin konsantrasyonlar1 200 ppm olacak sekilde tereyagina ilave edildi. Ayrica bu
numunelere paralel olarak tereyagina 200 ppm konsantrasyonda standart antioksidanlar BHT ve
Trolox katilarak 6rnekleri hazirlandi. Hazirlanan tereyagi numunelerinde oksidasyonu takip etmek
amaciyla TBA, PV ve FFA analizleri uygulandi. Takip edilen analiz sonuglarindan UKSI15,
UKSI18, UKS20 ve UKE20 basta olmak iizere bitki ekstraktlarmin birgogunun tereyaginda

oksidasyonu onlemek iizere dogal antioksidan olarak kullanilabilecegi sonucuna varildu.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Oksidasyon, Tereyagi
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Master’ s Thesis

SUMMARY

THE USE OF PLANT EXTRACTS AND NATURAL PRODUCTS IN PREVENTING THE
DETERIORATION OF BUTTER

Ugur KARDIL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2016, 74 Pages

In terms of food technology, probability of the fats and the products rich in fat to be
oxidized is very high. Characteristic features such as flavor, color, tissue, odor and nutritional value
of these oxidized products deteriorate. Antioxidants are known to prevent these deteriorations
which ocur as a result of oxidative rancidity and oxipolymerization. In order to prevent oxidation in
butter and similar foods, many synthetic antioxidants, especially BHT, BHA and TBHQ, are used.
The chemicals used as antioxidants have many harmful effects to health. The use of natural
antioxidants that are mostly secondary metabolites such as flavonoids, phenolic acids, vitamins and
volatile compounds found in herbs and spices will be more meaningful in both preventing these
harmful effects and oxidations. For this purpose, 22 plants were obtained that do not make any
changes in the taste, smell and color of butter, and their agueous and water-saturated ethyl acetate
extracts were prepared. In order to determine in vitro antioxidant activities of these samples,
FRAP, DPPH, and Folin antioxidant activity tests were applied. In the light of these preliminary
studies, plant extracts having high antioxidant activity (UKS11, UKS15, UKS18, UKS19, UKS20,
UKE15, UKE18, UKE19, UKE20) were selected to be used in order to prevent oxidation and
rancidity in butter. The selected plant extracts were added to the butter at 200 ppm concentration.
In addition, the reference samples were prepared by adding BHT and Trolox standards to butter
samples at 200 ppm conceration. In order to follow the oxidation in the butter samples prepared,
TBA, PV and FFA analyses were applied. The results of the analyses revealed that many of the
plant extracts and especially UKS15, UKS18, UKS20 and UKE20 can be used as a natural

antioxidant in order to prevent oxidation of butter.

Key Words: Antioxidant, Oxidation, Butter
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Hayvansal bir gida olan tereyaginin hammaddesi siit yagi (%84) olup geri kalan
kismui su, siit sekeri, mineraller, kolesterol, suda ¢6ziinmiis vitaminler, asitler, aromalar ve
proteinlerden olugsmaktadir. Tereyagimin fiziksel 6zelligini ise farkli zincir uzunlugunda ve
farkli doygunluklardaki yag asitlerinin yaglardaki kompozisyonu olusturmaktadir. Gida
sektorlinde vazgegilmez olan tereyaginin besin degeri de yaklasik 740 kcal/100 gram'dir.
Ayrica tereyagi en yiiksek protein icerigine sahip yag olarak bilinmektedir.

Gida teknolojisi agisindan bakildiginda yag ve yag igerigi zengin iriinlerin
oksidasyona ugrama olasiliklar1 oldukg¢a fazladir. Bu iriinler havadaki oksijenle ve 1s1gin
etkisiyle oksidasyona ugramakta olup kendiliginden gergeklesen bu olaya “otoksidasyon”
denmektedir.

Lipid oksidasyonu yaglarin ve yag iceren gidalarin depolanmasi ve imalatinda lezzet,
renk, doku, koku ve besin degeri gibi karakteristik ozelliklerinin bozulmasina sebep
olmaktadir. Bu nedenle oksidasyon kararliligini arttirmak i¢in yaglarda uzun siiredir
biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve t-biitil
hidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar gida katki maddesi olarak
kullanilmaktadir.

Antioksidanlar serbest radikallerin zararli etkilerini Onleyici sistemler olarak
bilinmektedirler. Ayrica antioksidanlar, kanser dahil pek ¢ok hastaliga ve erken
yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarini onleyen, yok eden veya etkilerini
azaltan molekiillerdir.

Gida sanayinde yaglarin ve yag iceren diger gidalarin korunmasi ve raf omriiniin
uzatilmas1 i¢in genellikle biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve biitillendirilmis
hidroksianisol (BHA) sentetik antioksidanlari kullanilmaktadir. Gidalar1 korumak ve
onlarin raf dmriinli uzatmak igin kullanilmakta olan bu sentetik antioksidanlar toksik ve
kanserojen olduklarindan dolay1 ¢esitli hastaliklara sebep olup ortalama insan Omriini
azaltmaktadirlar. Bu nedenle tiiketiciler daha giivenilir olmalar1 ve sagliga olumlu
etkilerinden dolay1 gida endiistrisinde dogal katkilarin kullanimin1 arzulamaktadirlar. Bu

etkiler géz Oniine alindiginda arastirmacilarin dogal kaynaklardan elde edilebilen yiiksek



antioksidan aktiviteli ekstraktlari sentetik antioksidanlarin yerine kullanmay1 hedefledikleri
acikca goziikmektedir.

Literatiirde bitki ekstraktlariyla yaglarin bozunmasmi 6nlemek amaciyla yapilmis
gesitli ¢alismalar bulunmaktadir (Renata vd., 2014). Ancak tereyagi liretiminde kabul
gormiis hicbir uygulama olmadigindan c¢alismamizda bu eksikligin  giderilmesi
amaglanmakta ve tereyagi oksidasyonunu 6nlemek adina yeni dogal antioksidan 6ziit veya
bilesiklerin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Calismamizda tereyaginin tadinda, kokusunda ve renginde degisiklik yapmayacak 22
bitki aktarlardan temin edilip sulu ve etil asetatli ekstraktlari hazirlanmistir.  Bu
numunelere in vitro antioksidan aktivitelerinin = belirlenmesi amaciyla demir
indirgeme/antioksidan gii¢ (FRAP), DPPH radikal temizleme aktivitesi ve toplam fenolik
icerik (Folin) antioksidan testleri uygulanmis olup bu bitki ekstraktlarinin sentetik
antioksidanlara alternatif olabilecek dogal antioksidan kaynagi olarak incelenmesi

amaclanmstir.

1.2. Serbest Radikaller ve Olusum Mekanizmalari

Serbest radikaller, bir veya daha fazla sayida ortaklanmamis elektron igeren atom,
molekiil veya iyonlar olarak bilinmektedirler.

Kuantum kimyasina gore bir bagin yapisini ancak iki elektron olusturmaktadir. Hatta
bu elekronlar ters spinli olmalidirlar. Elektronlardan biri saat yoniinde donerken digeri
bunun tersi yonde donmektedir. Insan viicudunda bulunan elektronlarin biiyiik cogunlugu
bu sekilde ¢iftler halinde bulunmakta olup olduk¢a kararlidirlar (Akkus, 1995).

Cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle ¢evrede ve hiicresel kosullarda
stirekli bir radikal olusumu vardir. Serbest radikaller ii¢ temel yolla olusur.

a) Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Bag1 olusturan elektronlardan her biri
ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kaliyorsa bu tiir kirtlma homolitik kirilma olarak adlandirilir ve
her iki atom iizerinde de paylasilmamis elektron kalir. Paylasilmamis elektron tasiyan

tiirler radikalik 6zellik gosterirler.

XY —» X+Y



b) Notr bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile: Radikal olmayan bir molekiil elektron
kaybedince dis orbitalinde eslesmemis elektron kaliyorsa olusan bu yap1 molekiiliin radikal

formudur.

X — Xt

¢) Notr bir molekiile tek bir elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu tiir

indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir.

Aig — A~

Oksijen kaynakli serbest radikaller biyolojik sistemlerin en 6nemli olanlaridirlar.
Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda tek ¢ aktarmasi sonucu olusan bu radikaller;
oksijenin kendisi (singlet oksijen), siiperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerinin iyonlari
ve hidroksil radikalidir (Giinaydin ve Celebi, 2003).

Molekiiler oksijen eger bir e aliyorsa siiperoksit (Oz¢), iki e aliyorsa hidrojen
peroksit (H202), ti¢ e aliyorsa hidroksil (OHe) radikali, doért e aliyorsa su (H20)
olusmaktadir (Lee vd., 2004).

02 +H"+e — HOy' Hidroperoksil radikali (1)
H,0 — H+ Oy Stiperoksit radikali (2)
O2 + 2H" — H202 Hidrojen peroksit (3)
H.0, + e — OH +OHs Hidroksil radikali (4)
OH+e +H'— H0 Su (5)

1.2.1. Serbest Radikallerin Tirleri

Hiicresel kosullarda 6nemli miktar ve cesitlilikte serbest radikal {iretilmektedir.
Biyolojik sistemlerdeki en o6nemli serbest radikaller ise oksijen ve azottan olusan

radikallerdir.



Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin onlenemeyen olusumlari yaninda canli
sistemlerde istemli iiretimleri de mevcuttur. Ornegin savunma hiicreleri (fagositler)
yabanci organizmalara karst O2” ve H20; tiretirler. Ancak, bu iiretimin fazlasi canlinin

kendisine de zarar verebilir.

1.2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen bulunan bir ortamda fiziksel ve kimyasal etkenlerin sonucu zorunlu
metabolik reaksiyonlar meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlar sonucu oksijen radikalleri
tretilmektedir. Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerde bulunan en 6nemli serbest
radikallerden bazilar1 olup bunlar “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” olarak bilinmektedirler.

Olagan fizyolojik sartlarda ROT nin tiretimi ve yikimi denge halindedir (Huang vd.,
2005). Ancak icerden veya disardan herhangi bir etken bu dengeyi bozabilir. Ayrica yasin
ilerlemesiyle birlikte bu denge dogal olarak olumsuz yone dogru ilerleyebilmektedir.
Dengenin bozulmasiyla birlikte olumsuz yonde artis gosteren oksidatif stres bircok

hastaliga sebebiyet verebilmektedir.

Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit (027 ) Hidrojen Peroksit (H202)
Hidroksil (OHe) Hipokloroz Asit (HOCI)
Peroksil (RO2¢) Hipobroméz Asit (HOBY)
Alkoksil (ROv) Ozon (O3)

Hidroperoksil (HO2¢) Singlet Oksijen (O2%)
Nitrik Oksit (NO«) Lipid Peroksit (LOOH)

Lipid Peroksil (LOO¢) Peroksinitrit (ONOO< )




1.2.1.2. Reaktif Azot Tiirleri (RAT)

Baslica reaktif azot tiirleri nitrik oksit radikali (NOe), peroksinitrit radikali
(ONOOe) ve azot dioksit radikalidir (NO2e).

Tablo 2. Reaktif azot tiirleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Nitrik Oksit (NO*) Nitroz Asit (HNO>)
Azot Dioksit (NOze) Diazot Tetra Oksit (N20a4)

Diazot Tri Oksit (N203)

Nitril Kloriir (NO2CI)
Nitrotil Katyonu (NO¥)

1.2.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikaller genel olarak bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip,
kararsiz, molekiil agirhigr diisiik, kisa omiirlii ve etkin molekiiller olarak bilinmektedirler.
Birgok gevresel ve metabolik faktor serbest radikal olusumunu tetiklemektedir. Bu serbest

radikaller endojen ve eksojen kaynakli faktorlere bagli olarak hiicrelerde olusmaktadir.

1.2.2.1. Endojen Kaynaklar

Metabolizmada gerceklesen bazi biyokimyasal olaylarin farkli basamaklarinda
serbest radikaller olusmaktadir. Olusan serbest radikaller organizmaya zarar verseler dahi

metabolizma olaylarinin siirdiiriilebilmesi i¢in bunlarin olusumu kag¢inilmazdir (Halliwell

vd.,2002).



Mitokondriyal elektron tagima zinciri reaksiyonlari, mikrozomal membran elektron
tagima zinciri reaksiyonlari, oksidan enzimlerin reaksiyonlari, ksantin oksidaz, dopamin §3-
hidroksilaz, D-amino asid oksidaz, tirat oksidaz gibi enzimlerin reaksiyonlari, hiicre
zincirine bagli NADPH oksidaz, prostaglandin (PG) sentezi ve lipooksijenazlarin etkinligi

ve otooksidasyon reaksiyonlari serbest radikal olusturan baslica endojen kaynaklardir.

1.2.2.2. Eksojen Kaynaklar

Hastaliklar, fiziksel faktorler, c¢evresel faktorler ve bireysel hatalar eksojen
kaynaklarin olusumuna olanak saglamaktadir.

Hiicrelerin yaslanmasi, asir1 stres yapmak, bilingsiz yapilan egsersizler, doku hasari
ve kronik hastaliklar, diyetsel antioksidanlarin alinmasini Onleyen kosullar, yanlis
beslenme, sigara dumani, hava kirliligine maruz kalmak ve yanlis ila¢ kullanmak eksojen

kaynaklara 6rnek verilebilir.

1.2.3. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Oldukea reaktif molekiiller olan serbest radikaller eger nétralize edilmezler ise
viicutta ¢ok ciddi hasarlara sebep olabilirler. Genel olarak hiicrelerin lipid, protein, DNA,
karbohidrat ve enzim gibi tiim onemli bilesiklerine etki ederler (Onat, 2002).

Serbest radikallere karsi en hassas biyomolekiiller lipidlerdir. Lipid
peroksidasyonu, serbest radikallerin baslatmis oldugu ve membranlarda mevcut olan ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu kapsayan kimyasal bir olaydir.

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi amino asit bilesimine baglidir.
Prolin, histidin, arginin, sistein ve metiyonin gibi protein yapisinda bulunan aminoasitler
radikal hasarina agiktir. Bu aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerin pargalanmasina ve
capraz bag olusumuna sebep olmaktadir.

Hiicrelerin genetik kodunu tasiyan niikleik asitler (DNA) de serbest radikallerden
etkilenmektedir. DNA’ y1 etkileyen bu serbest radikaller hiicrede mutasyon ve 6liime yol
agarlar.

Serbest radikaller ayn1 zamanda karbohidratlara etki ederek gesitli irlinler meydana

getirirler. Olusan bu iiriinler ¢esitli patolojik siire¢lerde 6nemli rol oynarlar.



1.2.4. Oksidatif Stres ve Buna Bagh Olusabilecek Rahatsizliklar

Oksidatif stres pek ¢ok hastaligin gelismesine yol agmaktadir. Oksijen kullanan
metabolik yollardan kaynaklanan oksidatif stres prooksidan ve antioksidan sistemler
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Prooksidan sistem
antioksidan sisteme baskin geldiginde oksidatif stres meydana gelmektedir.

Biyomolekiillerin  korunmasi bakimindan metabolizmada {iretilen serbest
radikallerin fazlasinin baskilanmasi hayati 6nem tasimaktadir. Radikalik tepkimelerin
sonlanmasi i¢in radikaller antioksidanlarla indirgenmeli, radikaller birbirleriyle tepkimeye
sokulmali veya ortamda tepkimeye girebilecek bilesik birakilmamalidir.

Radikal tepkimeleri basitge ii¢ basamakta meydana gelip ilk basamak zincir
baslama basamagidir. Burada sadece bag kirilmasiyla ilk radikaller olusur. Ikinci basamak,
zincir gelisme basamagi olup bu basamagin her birinde bir bag kirilirken bir bag
olugsmaktadir. Son basamak olan zincir sonlanma basamaginda yeni baglar olusurken hig

bag kirilmasi olmaz.

Baslama : RH —— » R+ He

Gelisme : Re+ 0O —— ROOe
ROO*+RH — ROOH +Re

Sonlanma: Re+ROO+ —— > ROOR
ROO+ + ROO* — ROOR + O>

Re + Re — RR

Biyoloji ve tipta yasamsal dneme sahip olan radikal tepkimeleri yasayan her canlida
her an gerceklesmektedirler. Ciinkii radikal olusumu metabolizmanin normal akis
esnasinda siirekli olarak meydana gelmektedir. Etkili reaktif olan radikaller canlida kontrol
edilemeyen hasarlara yol agabilmektedirler. Bu nedenle radikallerin 6mrii kisaltan birgok
hastaligin gelisimine yol actig1 disiiniilmekte ve bu etkilerin yaslanma siirecini
hizlandirdigina inanilmaktadir.

Oksidatif stres kalp krizi, ateroskleroz, hipertansiyon, diyabet, yaslanma, kanser,
parkinson, alzheimer, otoimmun bozukluklar, akut akciger hasari, akut solunum zorlugu,

inflamasyon ve hiperoksi gibi hastaliklara neden olmaktadir (Ratnam vd., 2006).



1.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla gelistirilen
savunma sistemleri antioksidanlar olarak tanimlanirlar. Antioksidanlar oksidasyonu
engelleyen veya azaltan kimyasal bilesenler olup dokularda olusan serbest radikallerin
zararl etkilerini Onleyerek kanser, damar sertligi, kalp krizi gibi cesitli hastaliklara kars

koruyucu etki gosterirler.

1.3.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar genel olarak dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar olmak

uzere smiflandirilmaktadirlar.

ANTIOKSIDANLAR

DOGAL YAPAY
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

'

BHT, BHA, Trolox, SOD mimikleri
ve ¢esitli selat olusturucu maddeler

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN

SOD ENDOJEN EKSOJEN
Katalaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon peroksidaz Seriiloplazmin - Karoten
Glutatyon S transferazlar Bilirubin Askorbik Asit
Glutatyon rediiktaz Ferritin Flavonoidler
Sitokrom oksidaz Transferrin

Laktoferrin

Urik asit

Haptoglobinler

Albumin

Miyoglobin

Sistein

Metiyonin

Sekil 1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi



Dogal antioksidanlar kendi i¢inde enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak iki ana grupta toplanmaktadirlar. Enzimatik olmayanlar da; endojen
ve eksojen olarak siniflandirilirlar. Eksojen olanlar vitaminler, ilaglar ve gida

antioksidanlaridirlar.

1.3.1.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar bitki ve baharatlarda bulunan flavonoidler, fenolik asitler,
vitaminler, ugucu bilesikler gibi daha ¢cok sekonder metabolit olan bilesiklerdir.

Glgli bir indirgeyici olan C vitamini (askorbik asit) organizmada bir¢ok
hidroksilasyon reaksiyonunda gorev alir. Gii¢lii indirgen 6zellige sahip olmasi kuvvetli
antioksidan oldugunu gostermekte olup HOe* ve Oz+< radikalleri ile reaksiyona girerek

onlar1 temizler.

Sekil 2. Askorbik asitin yapisi

Dogada bulunan ¢ok sayidaki tokoferol formlarindan biri olan a- tokoferol ( E
vitamini) biyolojik aktivitesi en fazla olamdir. Yapisindaki fenolik hidroksil gruplu

aromatik halka E vitamininin kimyasal olarak aktif kismin1 olusturur.

RB

Sekil 3. E vitamini (5,7,8-trimetiltokol [a-tokoferol])’ nin yapisi
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B-Karoten (A vitamini onciil maddesi) ve polifenoller radikallerin temizlenmesinde
ve zincir reaksiyonlarinin durdurulmasinda ¢ok etkili ve enzimatik olmayan
antioksidanlardir (Chen vd., 1988; Edge vd., 1997).

Sekil 4. A vitamini 6nciil maddesi B-karotenin yapisi

Bitki fitokimyasallar1 olan flovanoidler insanlar tarafindan
sentezlenememektedirler. Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan flovanoidler
icerdikleri C halkasindaki farkliliklara gore flavononlar, flavonlar, flavonoidler,

antosiyanidinler, flovanlar ve izoflavonoidler seklinde siniflandirilirlar.

Sekil 5. Flavonoidlerin temel yapisi ve bazi substituentleri

1.3.1.2. Yapay Antioksidanlar

Gidalar korumak amagcli kullanilan sentetik antioksidanlarin basinda biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propilgallat (PG) ve tert-biitil
hidrokinon (TBHQ) gelmektedir. Peroksit radikalleriyle iki asamada etkilesip onu daha az
reaktif yapan 2,6 di-tert-biitil-4 metil fenol (BHT), ¢ok 6nemli bir sentetik antioksidandir.
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OH 0 0
ROO-
j ROO-.
—_—
| ROOH ROO Me
Me Me

Sekil 6. BHT (2,6 di-tert-butil-4 metil fenol [butillenmis hidroksitoluen])’nin
peroksil radikali ile reaksiyonu

1.3.2. Serbest Radikallerin Temizlenmesinde Etkili Molekiiller

Enzimatik antioksidan olan siiperoksit dismutaz (SOD) organizmada substrat olarak
serbest radikal kullanan tek enzimdir ve oksijenin hidrojen peroksite dismutasyonunu

katalizler.
202+ +2H" SOD, H20,+ Oy

Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) hiicre igerisinde diisiik konsantrasyonda meydana
gelen peroksit triinlerinin dismutasyonundan sorumlu iken katalaz (KAT) yiiksek
konsantrasyonda meydana gelen hidrojen peroksidin dismutasyonundan sorumlu olan

enzimatik antioksidanlardir.

H202+2GSH GSH-PX | GSSG + 2H20
ROOH + 2 GSH GSH-PX GSSG + ROH + H20

Yiikseltgenmis glutatyonun indirgenmis glutatyona doniisiimiinii saglayan
antioksidan ise glutatyon rediiktazdir. Glutatyon S transferaz (GST) da lipid peroksitlerine
kars1 selenyum bagimsiz GSH-PX aktivitesi gostererek antioksidan savunma mekanizmasi
olusturur.

Solunum zincirinin son enzimi olan mitokondriyal sitokrom oksidaz siiperoksiti
detoksifiye eder (Akkus, 1995).

Bir peptit olan glutatyon (GSH) hiicre igerisinde bulunan en 6nemli antioksidan

molekiildiir. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan glutatyon hemoglobinin
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oksitlenerek methemoglobine doniisiimiine engel olur. Ayrica proteinlerdeki stilfhidril (-
SH) gruplarint indirgenmis halde tutarak bu gruplar1 oksidasyona karst korur. C
vitamininin oksidasyonu engelleyici etkiye sahip olan iirat, hidroksil, siiperoksit, peroksit
radikallerini ve singlet oksijeni temizler. Bilirubin siiperoksit ve hidroksil radikali
toplayicist olarak gorev yaparken albiimin LOOH ve HOCI toplayicist olarak gorev
yapmaktadir. En zararli serbest radikal olan hidroksil radikalini (OHe) ortadan kaldiran
gliclii bir antioksidan olan melatonin (MLT) en giiclii antioksidan olarak kabul

gormektedir.

1.4. Gidalar ve Antioksidanlar

Lipid oksidasyonu gidalarin korunmasi ve depolanmasi sirasinda meydana gelen
onemli problemlerden biridir. Lipid oksidasyonu yaglarda acilagmaya, yag igeren gidalarda
ise renk, tat, koku, aroma, yapt bozulmalarina ve besinsel kalitenin azalmasina sebep
olmaktadir.

Gida sanayisinde oksidatif bozunmalar1 6nlemek adina butillenmis hidroksianisol
(BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) basta olmak
lizere bircok sentetik antioksidan kullanilmaktadir. Gidalarin raf omriinii uzatmak igin
kullanilmakta olan bu sentetik antioksidanlar toksik ve kanserojen olduklarindan dolay1
cesitli hastaliklara sebep olup ortalama insan Omriinii azaltmaktadirlar. Bu sentetik
antioksidanlar genis bir sekilde gidalarda, gida paketlemede ve kozmetikte
kullanilmaktadir. Tereyagi, kurabiye, granola barlari, patates cipsi, margarin, misir gevregi,
dondurma, sakiz, kek, yiliz temizleyiciler, ruj, viicut yaglari, gilines kremleri,
nemlendiriciler ve parfiimler de bu sentetik antioksidanlari icermektedirler.

Dogal antioksidanlara oranla daha ucuz olmalar1 sebebiyle tercih edilen sentetik
antioksidanlar saglik agisindan potansiyel risk olusturmaktadirlar (Yagi, 1987; Pokorny,
1991). Dahas1 genis ¢apli kullanilmakta olan bu sentetik antioksidanlarin kolesterol artisi,
karaciger biiyiimesi ve kanser olusumuna sebep oldugu farelerle yapilan hiicre i¢i
caligmalarda tespit edilmistir (Lindenschmidt vd., 1986). BHA yiiksek dozda (1-2 %) idrar
torbasi kanseri (Imaida vd., 1983; 1984), diisiik dozda (2-0.5 %) mide kanseri (Tsuda vd.,
1984; Hirose vd., 1991) olusumuna sebep olmaktadir. BHT deneysel c¢alismalarda
kullanilmis ve akciger iltihabina (Kisley vd., 2002) bobrek ve karaciger hasarina (Farag
vd., 2003) sebep oldugu goriilmiistiir. Ayrica serum analizlerinde triagilgliserol (TGA), ¢ok
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diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL kolesterol) ve diisilk yogunluklu lipoprotein (LDL
kolesterol) konsantrasyonu artisina sebep oldugu goriilmektedir (Faine vd., 2006). TBHQ
fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda kullanilmis olup mide, bobrek ve idrar torbasinda
doku bozulmalarina sebep oldugu gézlenmistir (Li vd., 2002; Tamano vd., 1987).

Gida katki maddelerinin insan sagligini tehdit eden negatif etkileri zaman zaman
gazete ve televizyonlara haber olmakta, tiiketici de bu durumdan olumsuz etkilenmektedir.
Daha giivenilir olmalar1 ve sagliga olumlu etkilerinden dolay1r gida endiistrisinde dogal
katkilarin kullanimini arzulamaktadirlar. Son yillarda tiiketici beklentileri yapay katki
maddeleri kullanilmayan dogal ve organik iiriinlere odaklanmaktadir. Bu amacla gidalarda
kullanilmakta olan katki maddeleri yerine dogal antioksidan bilesiklerin tercih edilmesi
hem tiiketici beklentilerini yerine getirmekte hem de saglhigimizi olumlu etkilemektedir.
Bununla birlikte kullanilmakta olan sentetik antioksidanlarin sagliga zararli etkilerinden
dolayr  arastirmacilarin  ¢alismalar1  bitkilerde bulunan antioksidanlar iizerine
yogunlagmaktadir (Skrede vd., 2004). Son zamanlarda bu yiizden antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri g6z oniine alinarak birgok bitki ekstrakti ¢alisilmakta ve bunlar
kontrollerle karsilastirllmaktadir (Nadeem vd., 2013; Renata vd., 2014; Nilkanth vd.,
2012).

1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlar oksidatif strese bagli olarak olusabilecek hasarlar1 6nlemek
amaciyla kullanilmaktadirlar. Bir¢ok maddenin bu amagla kullanilip kullanilmayacagini
tespit etmek i¢in fazla sayida antioksidan tayin yOntemi gelistirilmistir. Yaygin

kullanilmakta olan bu yontemlerin bir kismi su sekilde siralanmaktadir.

1.5.1. DPPH* Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

Ticari olarak satilan bir serbest radikal olan DPPH radikali (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) 517 nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir (Cuendet vd., 1997).
DPPH’ tan kaynaklanan mor rengin siddeti antioksidanlarla muamele edilince giderek
azalip absorbansin diigmesine neden olmaktadir. Konsantrasyonlar1 farkli olan numunelere

eklenen DPPH’in absorbansinda meydana gelen degisim Olgiiliip, absorbans degerlerine
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karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik ¢izilmektedir. Olusan grafikte y=ax+b
denkleminden faydalanilarak DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren numune miktari
pg/mL cinsinden belirlenip SCso degeri olarak ifade edilmektedir (Iskefiyeli, 2014). Bu
yontemde antioksidan molekiiliin yapis1 ve boyutu test sonucunu etkilediginden 6nemli bir
dezavantaj olusturmaktadir. Fakat bu yontem kolay olmasi ve kisa siirmesi sebebiyle

radikal temizleme aktivite tayinlerinde siklikla kullanilmaktadir.

NO,

N—N NO,

NO,

Sekil 7. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin formiili

1.5.2. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi

Bilesenin toplam indirgenme kapasitesinin dolayli yollarla belirlendigi bu yontem
Oyaizu tarafindan olusturulmustur (Oyaizu, 1986). Bu yéntem Fe*® i{in Fe*?’ ye
indirgenmesi  sonucu olusan renk degisiminin 595 nm’ de Olglilmesi esasina
dayanmaktadir.  Sonuglarin  yorumu indirgeme potansiyeli  yiiksek  standart
antioksidanlardan troloks ve askorbik asitle mukayese edilerek belirlenir. Siklikla tercih
edilen bu yontemde 2, 4, 6-tripiridil-s-triazin (TPTZ)’ in Fe(Ill) tuzu kullanilmaktadir.
FRAP yontemiyle redoks potansiyeli 0,7 V’ tan daha diisiik olan bilesikler antioksidan
olarak belirlenebilmektedir. Polifenolik bilesenlerde hidroksilasyon ve konjugasyonun
miktar1 bu yontemde aktiviteye etki etmektedir. FRAP yontemi ile H transferi ile radikal

temizleyen tiyol ve proteinlerin antioksidan kapasitesi belirlenememektedir.
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FeX.TPTZ Fe2. TPTZ

Sekil 8. Demir (I11)’{in indirgenme reaksiyon

1.5.3. Toplam Fenolik Madde Tayini

Su ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin alkali ortamda
Folin reaktifi ile muamelesi sonucu renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Olusan mor menekse renkli kompleks 700 nm' de maksimum absorbans olusturmaktadir
(Slinkard ve Singleton, 1977). Adindan tam olarak anlasilmasa da bu yéntem numunenin

indirgenme kapasitesini belirledigi i¢in aslinda bir antioksidan tayin yontemidir.

1.5.4. Tiyosiyanat Yontemi

Bu yontem Tween-20, linoleik asit ve fosfat tamponu ile olusturulan emiilsiyonda
bulunan doymamis yag asitlerinden biri olan linolenik asidin 40 °C' de 140 saat oksijenle
inkiibasyonu sonucu olusan lipid peroksidin miktariin belirlenmesine dayanmaktadir.
Diisiik absorbans yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterirken yiiksek absorbans ise diisiik
antioksidan aktiviteyi gostermektedir. Ortamda bir antioksidan maddenin varliginda lipid
peroksit iirlinli olusamayacagi i¢in konsantrasyonu diisiik ¢ikacaktir. Bundan dolay1 diistik

absorbans gosterecektir.

1.5.5. MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi

Lipit peroksidasyonunun ikincil {irlinlerinden en iyi bilineni olan MDA ayni
zamanda hiicre duvari hasarinin belirlenmesinde indikator olarak kullanilabilmektedir. Son

yillarda, Ohkawa’ mnin olusturdugu yontemlerden biri biraz farklilagtirilarak
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uygulanmaktadir (Ohkawa vd., 1979). Bu yontem, karaciger doku homojenati, Fe*? ve
askorbik asit muamele edilerek olusturulan Fenton reaksiyon karisimindan meydana gelen
ve bir lipid peroksit tiriinii olan MDA' nin sicak ve asidik sartlarda tiyobarbitiirik asit ile
renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan renkli kompleks 532 nm’ de
maksimum absorbans vermektedir. Bu analizde antioksidan aktivite, kore karsi MDA
olusumunu %50 baskilayan madde miktar1 (ICsp) olarak verilmektedir. %50 baskilamay1
en diisiik konsantrasyonda yapabilen madde miktarini veren bilesen antioksidan yénden en
aktif olamidir. MDA olusumunun baskilanmasi antioksidan kapasitenin varligin

gostermektedir.

1.5.6. Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi

Bu yontem ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) molekiiliiniin
H.O2 ve metmiyoglobinle mavi-yesil renkli ABTS™ radikaline doniismesi ve bu
donlisimiin 734 nm’ de fotometrik olarak gozlenmesi esasina dayanmaktadir.

Antioksidanlarin varligi bu doniisiimii engellemektedir.

Et 5
S OsH
H"'=N—H=*-.LH
5
HO3S Et
Sekil 9. 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) radikalinin

formilia

1.5.7. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

Bu yontem B-fikoeritrin (B-phycoerythrin [3-PE]) isimli bir prob maddesinin
floresansinin, peroksil ve hidroksil radikalleri varliginda séniime ugramasi ve ortamdaki
antioksidanlarin bu olay1 geciktirmesi esasina dayanmaktadir. B-fikoeritrin’in sebep oldugu
floresanstaki azalisin siddeti onun peroksil radikalinden gordiigii hasarmm miktarini
gostermektedir. Numunede bulunan antioksidanlar floresanstaki bu diisiisii yavaslatmakta

ya da tamamen durmasina sebep olmaktadirlar (Apak vd., 2004)
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COOH COOH

Sekil 10. Fikoeritrin molekiiliiniin formiilii

1.5.8. Bakir (IT) indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

Radikal reaktiflerin pahalilik, gii¢, bulunabilirlik ve kararsizlik sorunlarindan
arinmig olan CUPRAC yontemi, diger antioksidan aktivite belirleme yontemlerine kiyasla
daha hizl, basit ve kullanighidir. Cu(ll)-neokuproin reaktifi 1limli bir yiikseltgen oldugu
icin gida maddelerinde fazlasiyla bulunan sitrat ve glukoz gibi bilesenlerle tepkime
vermeksizin sadece antioksidanlari yiikseltger ve reaksiyon {iriini Cu(I)-neokuprin
kelatinin 450 nm’deki absorbansi okunarak sonug verilir. CUPRAC, fizyolojik pH’lara
yakin olan pH=7 ortaminda yiiriitiildiigii igin fizyolojik kosullar1 yansitma olasiligi daha
fazladir. Ayrica yontem, tiyol (-SH) tipi antioksidanlarla ¢abuk ve net sonuglara ulasir.
Uygun ¢oziicii se¢ilmesi durumunda hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar tayin
edilebilir (Apak vd., 2005).

H3C CH3

Sekil 11. Neokuproin molekiiliiniin formiilii

1.5.9. Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Yoéntemi

Erel tarafindan olusturulan bu yontem degistirilerek uygulanmaktadir (Erel, 2004).
Fe*2-o-dianisidin kompleksinin standardize ¢ozeltisi, standardize H20; ¢ozeltisi ile Fenton

tipi bir reaksiyon vererek OHe radikalini olusturmaktadir. Olusan bu kuvvetli ROS (reaktif



18

oksijen tiirleri) radikali diisiik pH’ larda indirgenmis renksiz o-anisidin molekiillerini, sari-
kahverengi dianisidil radikallerine yiikseltger. Dianisidil radikalleri lizerinden baglayan bu
oksidasyon sonucu dianisidil radikalleri de kendi aralarinda reaksiyona girerek biiyiik
kompleksler olusturur, diger oksidasyonlara neden olur ve zincirleme oksidasyon
reaksiyonlar1 gerceklestirerek rengi giderek koyulastirirlar. Eger ortama antioksidan
aktiviteye sahip bir madde ilave edilirse bu madde oksidasyon reaksiyonlarini durdurmaya
alisir ve dolayisiyla rengin de koyulasmasina engel olur. Bu reaksiyon spektrofotometre ile

444 nm’ de gozlenebilir. Renk olusumunun bastirilmasi ise Troloks ile ayarlanir.

1.5.10. Floresans Sonme Zamam Y ontemi ile Antioksidan Aktivite Tayini

Chang tarafindan kullanilan bu yontem modifiye edilmistir (Chang vd., 2001).
Numune silika jelden hazirlanmis ve floresans Ozellige sahip aliminyum-silika jel
tabakalara emdirilip kurutulduktan sonra plaka linolenik asit emiilsiyonuna daldirilir,
tamamen kurutulur ve UV-lamba (254 nm) altinda bekletilir. Bu sirada oksijenin de etkisi
ile linolenik asit emiilsiyonunda 6nce kararmalar ve sonra parlak lekeler olusur. Olusan bu
parlak lekelerin kaybolma zamani antioksidan varligina bagli olup antioksidan maddenin

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

1.6. Ekstraksiyon
Ekstraksiyon kati bir numune, bir ¢ozelti ya da siispansiyon igindeki organik
maddeyi ¢ozen fakat ¢ozelti ya da siispansiyondaki ¢oziicii ile karigmayan bir ¢oziicii

yardimiyla ayirmaktir. Uygulamada bir saflastirma yontemi olmaktan ¢ok bir ayirma

yontemi olarak kullanilir.

1.6.1. Ekstraksiyon Cesitleri

1.6.1.1. Sivi-Sivi Ekstraksiyon

Iki stvinin yogunluk farkindan yararlanilarak uygulanan bu yéntemde ayirma hunisi

kullanilmaktadir. Karigtm ayirma hunisine alindiginda yogunlugu kiiciik olan sivi iistte



19

toplanirken yogunlugu biiyiik olan sivi altta toplanacaktir. Yogunluklar1 birbirine yakin
olan maddeler kolay ayrilmamaktadir. Bu durumda ayrim yapmak i¢in ya su fazin1 NaCl
gibi bir tuzla doyurup yogunlugunu arttirmak ya da ayirma hunisini c¢alkalamak
gerekmektedir. Sulu fazda bulunan organik maddeyi organik ¢oziicii fazina alabilmek igin
ayirma hunisi calkalanmakta olup bu esnada olusan gazin ¢ikmasi i¢in musluk hafifce
acilmaktadir. Gaz ¢ikis1 sonug¢lanana kadar bu isleme devam edilmektedir. Daha sonra

iistteki faz muslugun hizasina gelinceye kadar alt faz huniden dikkatlice bosaltilmaktadir.

1.6.1.2. Kati-Siv1 Ekstraksiyon

Bu ekstraksiyon yontemi baslica dogal ve biyolojik 6rneklerle ilgili uygulamalarda
kullanilmaktadir. Kati-sivi ekstraksiyonunda katinin igerdigi maddelerden biri veya bir
bolimii uygun bir ¢oziicii kullanilarak ekstrakte edilmektedir. Katilarin ekstraksiyonu
genel olarak kisa siirede gergeklesmedigi icin siirekli ekstraksiyon yoOntemleri
kullanilmaktadir. Maddenin kati i¢inden difflizlenmesi yavas bir islem oldugu igin
numunenin ¢odziicliyle temasinmi arttirmak adina kat1 6rnek toz haline getirildikten sonra
ekstrakte edilmektedir. Kati-siv1 ekstraksiyonunda “Soxhlet Ekstraktorii” denen bir cihaz

kullanilmaktadir.

1.6.2. Ekstraksiyon Yontemi

Bitkisel materyallerde bulunan etken maddeleri elde etmek i¢in farkli ¢oziiciiler
kullanilarak uygulanan bir yontemdir. Ekstraksiyon yontemi, kullanilan ¢oziictiniin cinsine
gore farklilik gostermektedir.

a. Cozici ile Ekstraksiyon: Bitkisel materyal, yapisindaki bilesenleri kolaylikla ¢6zebilen
benzen, hegzan, petrol eteri, kloroform, etil asetat, metanol, aseton, asetonitril, DMSO
veya su gibi ¢oziiciilerle muamele edilmektedir. Coziiciiniin diisiik basing altinda
ucurulmasi ile ham ekstrakt elde edilmektedir.

b. Sabit Yag ile Ekstraksiyon: Daha ¢ok ugucu yaglarin eldesinde yag miktarinin az oldugu
ve diger destilasyon yontemlerinin uygun olmadigi durumlarda ise bitkisel materyal bir
sabit yag ile belli bir siire temasta birakilmaktadir. Bdylelikle ugucu yag zamanla sabit

yaga gecmektedir.
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c. Stiperkritik Akigskan Ekstraksiyonu: Son yillarda, hizla gelisen stiperkritik akigkan
ekstraksiyonu (SC), ekstraksiyon yontemlerine karsi alternatif olarak dikkat ¢ekmektedir.
Bu yontemde ¢oziicii tiiketimi ve basamak sayisi azalmakta olup analiz siiresi
kisalmaktadir. Coziiciiniin hacminin azaltilmas1 hem maliyeti diisiirmekte hem de c¢evreye
verilen zarar1 azaltmaktadir. Stperkritik akigkanlarda ¢ozme giicii yogunluktaki
degisimlerle kontrol edilebilmektedir. Farkli polarite ve molekiil boyutlu bilesikler tek bir
siiperkritik akigkan kullanilarak ekstrakte edilebilmektedir. Bu 06zelik siiperkritik
akigskanlarin daha etkin bir ¢oziicli olmasini saglamaktadir. Siiperkritik akiskanlar
fizikokimyasal oOzelikleri bakimimdan sivilarla gazlarin  ozelikleri arasinda yer
almaktadirlar. Ayrica siiperkritik akigskanlarda molekiillerin difiizyon katsayilart sivi
ortamindakinden fazla oldugu i¢in akiskan hizi daha yiiksektir. Bu yontem Kkolaylikla

otomatiklestirilip kromotografik ve spektrofotometrik tekniklerle birlestirilebilmektedir.

1.7. Yag Oksidasyonu ve Oksidatif Kararhhk

Yaglarin depolanmasit ya da islenmesi sirasinda oksidasyona karsi gostermis
olduklari direng oksidatif kararlilik olarak ifade edilmektedir. Oksidatif kararlilik, yaglarin
kalitelerini ve raf dmriinii belirlemede kullanilan 6nemli bir gostergedir.

Yag ve yag iceren gidalar hava oksijeninin ve 1518in etkisiyle oksidasyona
ugramaktadir. Gida bilesenleri ile hava oksijeni arasinda kendiliginden meydana gelen bu
olaya "otoksidasyon" denmektedir. Oksidasyona yol acan veya hizlandiran etkenlerin
basinda oksijen gelmekte olup ayrica 151k, sicaklik, demir ve bakir gibi metal iyonlari, bir
kisim pigmentler ve doymamislik derecesi oksidasyonu hizlandirmaktadir (Keskin, 1981).

Lipid oksidasyonu yaglarin ve yag iceren gidalarin depolanmasi ve imalatinda
lezzet, renk, doku, koku ve besin degeri gibi karakteristik 6zelliklerin bozulmasina sebep
olmaktadir. Oksidasyon sonucu gidalarda tat ve aroma bozulmasina lipid hidroperoksitleri,
karbonil bilesikleri, hidrokarbonlar, ketonlar ve diger bazi bilesiklerin olusumu eslik
ederek gidalarda ransiditeye neden olmakta ve bu da insan hiicrelerine zarar

verebilmektedir (Frankel, 1991).
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1.7.1. Oksidatif Bozunma Uriinleri

Oksidasyon gidalarda ¢ogunlukla kimyasal degisime neden olmaktadir. Yaglarda
olusan oksidatif bozunma iriinleri kademeli olarak meydana gelmektedir. Birinci
kademede yagda c¢oziinmiis halde bulunan oksijen yagdaki ¢ift baglara baglanarak
epoksitleri, oksitleri, peroksitleri ve hidroperoksitleri olusturmaktadir. Ikinci kademede
olusan bu bilesikler biraraya gelerek daha biiyiik yapidaki molekiilleri olusturmaktadirlar.
Polimerizasyon olarak adlandirilan bu olay sonucu viskoz yapidaki dimerik ve trimerik
polimerler olugsmaktadir. Son asamada ise olusan peroksitler ve hidroperoksitler

parcalanarak aldehitler, ketonlar, organik asitler ve alkoller meydana gelmektedir.

1.7.1.1. Birincil Oksidatif Bozunma Uriinleri

Yaglarin oksidasyonu sonucu meydana gelen birincil oksidasyon iirtinleri
hidroperoksitler, konjuge dienler ve trienlerdir. Yaglarin birincil bozunma {irtinlerinden
biri olan hidroperoksit orani yaglarin oksidasyonu hakkinda fikir vermektedir. Asagidaki
sekilde linoleik asitin oksidasyonu sonucu olusan birincil bozunma {iriinlerinden olan lipit

hidroperoksitleri goriilmektedir (Choe ve Min, 2006).

CHz(CHaz) 4 (CH2)yCOOH CHs(CHa)a (CHz)7COOH

CH3(CHz), * (CHz)yCOOH  CHa(CHa)a - {CHz)7COOH

! !
J13 12 10 9 13 12 10 9,
VAR VAN SN N
CHg(CHz), (CHz);COOH CHz(CHa)a (CH2)7COOH
i +%0z. H= l +302. He
HOO Uz 12 10 9 13 12 10 o OCH
7
CHg(CHz). \ (CH5);COOH CH4(CH.), (CH2)7COOH
13-Hydroperoxide 9-Hydroperoxide

Sekill12. Linoleik asitin oksidasyon basamaklari
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1.7.1.2. ikincil Oksidatif Bozunma Uriinleri

Birincil oksidasyon iiriinlerinden lipid hidroperoksitleri metallerin yoklugunda ve
oda sicakliginda nispeten kararlidirlar. Fakat metallerin varliginda ve yiiksek sicakliklarda
hizli bir sekilde alkoksi radikallerine pargalanirlar. Bunun sonucunda aldehitler, ketonlar,
esterler, alkoller ve kisa zincirli hidrokarbonlar olusur. Meydana gelen bu ikincil

oksidasyon tiriinlerinin olusum basamagi asagidaki sekilde verilmektedir.

Ra
Oz l H =
R,——CH==CH —<|3H —R;
OOH
«OH T l
B g
R,— CH=—CH—i-CH-i-R, "“\a\:
0=
B R,——CH=—CH—CHO + =R,
e RzH
|
N

=OH ™ —
v oA A — wHR3
H

A,—CH=—CH =+ OHC —R,

~
;/31 - AsH
N

— OH
Z
- {JH - RaH

R,— CH=—=CH —OH — =Rs
I N
Rzo——CH 2—CHO Ry CH==CH2

Sekil 13. ikincil oksidasyon iiriinlerinin olusum mekanizmalar1

1.7.2. Yaglarda Oksidatif Kararhlik Belirleme Yontemleri
1.7.2.1. Peroksit Degeri
Peroksit degeri, yaglarda oksidatif bozunmalarin belirlenmesinde yaygin olarak

kullanilan ~ kimyasal = yontemlerden biridir. Birincil oksidasyon iiriinlerinden

hidroperoksitler lipid oksidasyonunun erken safhasinda olusmaktadirlar. Bu yontem
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hidroperoksitlerin Kl ile reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan iyodun, tiyosiilfatla titre edilmesi
esasina dayanmaktadir. Bir miktar yag kloroform ve asetik asitle ¢oziildiikten sonra
doygun KI ¢ozeltisi ilave edilmektedir. Daha sonra nisasta indikatorii esliginde sodyum
tiyosiilfatla titre edilmektedir. Peroksit sayis1 miliesdeger g aktif oksijen/ kg yag seklinde

ifade edilmektedir.

1.7.2.2. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Degeri

Gidalarda ve diger biyolojik sistemlerde olusan lipid oksidasyonunu belirlemek
amaciyla kullanilan yontemlerden biridir. TBA reaktif maddeleri peroksitlerin aldehit ve
ketonlara okside oldugu otooksidasyonun ikinci asamasinda olusmaktadirlar. Lipid
oksidasyon derecesinin belirlenmesinde TBA degeri mili esdeger gram malondialdehit
(MDA)/ kg yag olarak ifade edilmektedir. Malondialdehit (CH2(CHOQ).) ¢oklu doymamis
yag asitlerinin oksidasyonunda kiigiik bir iiriindiir ve TBA ile reaksiyona girerek pembe
renkli kompleks olusturmaktadir. Olusan bu kompleks de 532 nm’ de maksimum

absorbans vermektedir.

1.7.2.3. Konjuge Dien ve Trienlerin Belirlenmesi

Konjuge dienler lipid peroksidasyonunun ilk asamasinda olusmaktadirlar. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan iriinlerin artmasiyla birlikte
ultraviole (UV) bolgedeki absorbanslari da artmaktadir. Lipidler konjuge yapida
bulunabilmektedirler. Konjuge yapida olup iki ¢ift bag icerenlere dien, li¢ ¢ift bag
igerenlere trien denmektedir. Coklu doymamis yag asitlerince zengin lipidlerde oksidasyon
esnasinda konjuge yapilar olugsmaktadir. Olusan konjuge dienler 234 nm’ de trienler ise

268 nm’ de maksimum absorbans vermektedirler.

1.7.2.4. Para-Anisidin Degerinin Belirlenmesi

Para-anisidin degeri sekonder oksidasyon firiinlerini belirlemek amaciyla siklikla
kullanilan yontemlerden biridir. Bu analizde p-anisidin konjuge dienaller veya 2-

alkenallerle reaksiyona girerek renk olusturmaktadir. Konjuge dienallerin artmasi ile
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birlikte renk yogunlugu da artmaktadir. Daha sonra orneklere ait 350 nm’ deki

spektrofotometrik dlgiimler kullanilarak para-anisidin degerleri hesaplanmaktadir.

1.7.2.5. Serbest Yag Asitleri Tayini

Serbest yag asitleri lipidlerin hidrolizi sonucu olusmaktadir. Olusan bu yag asitleri
kokucu bilesiklere doniistiigii i¢in olusumlart istenmemektedir. Bu analizde numune
oncelikli olarak dietileter ve etanol karisiminda ¢6ziinmektedir. Karisim indikator esliginde
etanol kullanilarak hazirlanmis KOH ile titre edilmekte ve sonuglar yiizde serbest yag

asitligi olarak ifade edilmektedir.

1.8. Calisilan Bitkiler ve Ozellikleri

Yapilan caligmada kullanilan sarisabir, 1sirgan, sigir kuyrugu, ihlamur, c¢oban
cantasi, ekinezya, karahindiba, kayin, giilhatmi, 6kse otu, ogul otu, ayva yapragi, zeytin
yapragi, ebegiimeci, funda, papatya, sinirli ot, yesil ¢ay, aslan pencesi, biberiye, ceviz

yaprag1 ve sar1 kantaron bitkileri Trabzon’ da bulunan bir aktardan temin edilmistir.

1.8.1. Sarisabir

Asphodelaceae familyasindan Aloe cinsini olusturan ve anavatani Afrika olan bitki
tirlerinin ortak adidir. Yaklasik 300 tiirii olup bunlardan 3-4 tiiriiniin sifali 6zelligi

bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde en sifali olarak gdsterilen tiir Aloe Vera’ dir.

Sekil 14. Sarisabir (Asphodelaceae)
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Bu bitkinin yapraklarindan ¢ikan jelin sifa 6zelligi bulunmaktadir. Jel oksijenle
temas ettikten sonra bir gesit oksitlenme yapmakta ve yaklasik 5 saat i¢inde sifa 6zellikleri
ortadan kalkmaktadir. Aloe vera, yangi giderici (antienflamatuar) 6zellikteki kimyasallar
olan sterollerin 4 farkli tipini igerir: kolesterol, lupeol, b-sitosterol ve kampesterol.
Bunlardan lupeol, mikrop gelisimini Onleyici (antiseptik) ve agri dindirici (analjezik)
Ozellik gosterirken, b-sitosterol da iyi huylu prostat hiperplazisinde (hiicrelerin asirt

bliylimesinde) tedavi amagli olarak kullanilmaktadir.

1.8.2. Isirgan

Isirgan (Urtica), Isirgangiller (Urticaceae) familyasinin Urtica cinsinden Mayis-
Agustos aylar1 arasinda ¢igek agan, bir yillik veya ¢ok yillik olan otsu bitki tiirlerinin ortak
adidir. Yapraklar: sapli, oval sekilli ve disli kenarli olup iist kismi koyu yesil renkli, parlak
ve yakict tiiylerle kaplidir. Isirgan bitkisinin toprakiistii kisimlari (herba) tasidigi flavonoid
bilesikler, mineral maddeler ve lutein benzeri karotenoid bilesikler nedeniyle diiiretik etki
gostermektedirler. Diliretik etkisinden dolay1 zayiflama ¢aylarinin, idrar yollarini1 yikamaya
ve romatizmal ddemlerin bosaltilmasina yonelik caylarin ve bitkisel ilaglarin bilesimine

girmektedir.

Sekil 15. Isirgan otu (Urtica)

1.8.3. Sigir Kuyrugu

S1g1r Kuyrugu, siraca otugiller (Scrophulariaceae) familyasindan Verbascum cinsini
olusturan iki yillik bitki tiirlerine verilen addir. Haziran-Agustos aylarinda parlak sar1

renkli ¢igekler acan 20 ile 150 cm boylarinda iki yillik otsu bir bitkidir. Govdeleri dik
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bazen dallanmis ve yiiniimsii tiiylerle kaplidir. Yapraklari1 gévdenin alt kisimlarinda rozet
halinde dizilmis olup, yilinlimsii tiylidiir. Gévdedeki yapraklar ise sapsizdir. Cicekler
gbvdenin ucunda sik veya seyrek, az veya ¢ok uzun bir salkim durumda toplanmislardir.
Cigekleri miisilaj, ucucu yag ve glikozitler tasir. Balgam soktiiriicli ve gogiis yumusatici
olarak kullanilir. Baz1 sigir kuyrugu tiirlerinin tohumlar1 saponin tasidiklarindan dolay1
baliklar i¢in zehirli olup, balik avlamada kullanilir. Bitkinin yapraklari da terletici, balgam

soktiiriici, idrar arttiric1 ve kabiz edici olarak kullanilir.

85

Sekil 16. Sigir kuyrugu (Scrophulariaceae)

1.8.4. Ihlamur

Ihlamur, 1hlamurgiller (Tiliaceae) familyasindan Tilia cinsini olusturan agag
tiirlerine verilen addir. Boylar1 20-30 m' ye kadar ulagabilir. Biiyilikliigli 5-10 cm arasinda
degisen yapraklar genellikle ylirek seklinde ve carpik, kenarlar1 digli ve uzun saplhdir.
Sarkik ¢icek demetleri sarimsi bir renge ve karakteristik bir kokuya sahiptir. Cok ge¢ acan
bu c¢icekler Haziran-Temmuz aylarinda kurutularak c¢ay olarak igilir. Giizel kokulu
ciceklerinden dolay1 ve bir golge agact olarak yetistirilir. Thlamur ¢igegi yatistirici, idrar
verici ve balgam soktiiriicli olarak cay halinde kullanilir. Ayrica aricilikta da énemli bir

nektar kaynagidir.

e ) &
Sekil 17. Ihlamur (Tilia)
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1.8.5. Cobancantasi

Cobancantas1 (Capsella burSa-pastoris), turpgiller (Brassicaceae) familyasindan
tarim alanlar1 ve gorak arazilerde yasayan bir yillik, dik gévdesi yidizsi tiiylerle kapli olan
otsu bir bitki tiiridiir. Boyu 40-50 cm olan ¢obangantas1 Ocak-Aralik aylarinda ¢igek acar.
Kurakliga ve soguga dayanikli olmasiyla bilinir. Kalp seklindeki meyve kapsiilleri,
cobangantasini andirdigt i¢in bu sekilde adlandirimistir ve diinyanin bir¢cok yerinde bu

isimle bilinir.

Sekil 18. Cobangantas1 (Capsella bursa-pastoris)

1.8.6. EKinezya

Ekinezya (Echinacea), papatyagiller (Asteraceae) familyasina ait bir bitki cinsidir.
Koni ¢icegi veya mor kozalak ¢icegi olarak da bilinir. Anayurdu ABD’ nin Kuzey Dakota
eyaleti olan ekinezya bitkisinin saghigimiza yararlari, Kiowa Kizilderilileri tarafindan
yiizyillar 6nce saptanmistir. Ekinezya, 40-50 cm boylarinda, tiiylii ve kaba goriiniislii otsu
bir bitkidir.

Sekil19. Ekinezya (Echinacea)
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Iyi bir antimikrobiyal, antibakteriyel ve antiviraldir. Saglikta ve hastalik halinde
bedenin bagisiklik sistemini gliglendirir. Nezle, grip, Oksiiriik ile {ist solunum yolu
enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde etkilidir. Bedeni gii¢lendirici tonik etkisi olup larenjit ve

bademcik nedeniyle olusan bogaz agrilarinin giderilmesine yardimci olur.

1.8.7. Karahindiba

Karahindiba (Taraxacum officinale), papatyagiller (Asteraceae) familyasindan
yaygin bir bitki tiiriidiir. Cigekleri sar1, yapraklar1 yesil olsa da bitkinin adina "karahindiba"
denilmistir. Karahindiba Nisan ve Mayis aylarinda tiim tarla kiyilarinda, cayirlik alanlarla
ve yol kenarlarinda yetisen ¢ok yillik sar1 ¢igekli otsu bir bitkidir. Tim Avrupa, Kuzey
Amerika ve Asya olmak iizere diinyanin hemen hemen her yerinde goriilen ¢ok ¢esitli bir
tiirdiir. Besleyici degeri oldukca yiiksek olan karahindiba yaklasik % 5 oraninda potasyum
icermesinden dolay1 en iyi dogal potasyum kaynaklarindan biri olarak bilinir. A vitamini,

C vitamini, nikotinik asit, kalsiyum ve tiirlii mineraller yoniinden de zengindir.

Sekil 20. Karahindiba (Taraxacum officinale)

1.8.8. Kayin

Kayin (Fagus), kayingiller (Fagaceae) familyasinin Fagus cinsinden degerli orman
agaclarina verilen addir. Nemli topraklarda yetisen bir aga¢ tiirii olup meyveleri kii¢iik ve
cicekleri piiskiil seklindedir. Tiirkiye’de Erciyes ve Agr1 dagi eteklerinde Marmara,
Karadeniz ve Dogu Anadolu bolgelerinin ormanlarinda yabani olarak yetismektedir. Kaymn

agacmin yapraklar1 genellikle Nisan ve Haziran aylarinda toplanarak kurutulur ve birgok
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hastaliga bitkisel ¢oziim olarak kullanilir. Kayin agacinin yapraklari romatizma agrilarina
ve cilt hastaliklarina iyi gelmektedir. Ayrica idrar sokiicli olarak kullanilan bu bitki sag

dokiilmesini de engel olmaktadir.

-

Sekil 21. Kayimn (Fagus)

1.8.9. Giilhatmi

Giilhatmi (Alcea rosea), ebeglimecigiller (Malvaceae) familyasindan ¢ok yillik
otsu, cicekli bir bitkidir. Beyaz, pembe, mor, sar1, kirmizi ¢igekleri olan giilhatminin boyu
2-2,5 metreye kadar uzayabilir. Killi, besin maddelerince zengin ve iyi giibrelenmis
topraklar1 seven giilhatmi 1liman iklimlerde haziran-agustos sonuna kadar ¢igekli
kalabilmektedir. Giizel goriintiisiiyle dikkat ¢eken giilhatmi ayn1 zamanda son derece
faydal1 bir sifa bitkisidir.

7 B —

-

Sekil 22. Giilhatmi (Alcea rosea)
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Giilhatmi kokleri bobrek iltihabi basta olmak {izere viicudun herhangibirbdlgesinde
olusan iltihab1 yok edici 6zellige sahiptir. Soguk alginligi, bronsit ve oksiirtige kars1 faydali

olan giilhatmi dis eti hastaliklarin1 da onleyici etki gostermektedir.

1.8.10. Okse Otu

Okse otu (Viscum album), Santalaceae familyasindan Avrupa, bati ve giiney
Asya'ya 0zgii asalak bir bitki tiiriidiir. Halk arasinda gevele, giivelek, govelek, purg, cekem
olarak da bilinmektedir. Her mevsimde yaprakli olan ve agaglar iizerinde yasayan bitki
ozellikle elma agacinin dallar1 tizerinde yasamaktadir. Cigekleri tek eseyli, meyveleri
yapiskan, sulu ve yumusaktir. Ince kiyilarak golgede kurutulan yapraklar ve kiiciik saplar,
Ekim-Aralik ve Mart-Nisan aylar1 arasinda toplanmaktadir. Yapraklari ve sap kismi zehirli
olmayan Okse otu agiz yoluyla tiikketilmesi durumunda insanlar1 zehirleyebilmektedir.
Sabah ve aksam olmak {izere tiiketilen 6kse otu ¢ayr hormonal denge konusunda viicuda
oldukca fayda saglamaktadir. Atardamar sertligi problemine iyi gelen bitki kalp krizi
rahatliklarina kars1 da etkili olabilmektedir.

Sekil 23. Okse otu (Viscum album)

1.8.11. Ogul Otu

Ogul otu (Melissa officinalis), merkezi Avrupa ve Akdeniz bolgelerinde yetisen,
nane tlirii bir bitkidir. 70-150 cm'ye kadar uzayabilen bitkinin yapraklari hafif limon

aromast vermektedir. Stresi azaltmakta oldukca etkili olan ogul otu sinirleri yatigtirarak
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migren, kulak c¢inlamasi, bas donmesi ve uykusuzluk gibi sorunlart engellemektedir.

Ayrica insani rahatlatarak depresyon, huzursuzluk ve i¢ sikintisini gidermektedir.

Sekil 24. Ogul otu (Melissa officinalis)

1.8.12. Ayva Yapragi

Ayva kis meyveleri arasinda bulunan ve Tiirkiye’de bolca yetisen bir meyvedir.
Ayvanin ve ayva ¢ekirdeginin yanisira ayva yapraklariin da birgok rahatsizliga iyi geldigi
bilinmektedir. Sindirim sisteminde olusabilecek zararli mikroplara karsi koruyucu etki
gosteren ayva yapraklart ayn1 zamanda kalp rahatsizliklarina, hazimsizliga, uykusuzluga ve

iilsere iyi gelmektedir.

Sekil 25.Ayva yapragi

1.8.13. Zeytin Yaprag

Akdeniz bolgesine 6zgii bir aga¢ olan zeytin agaci yil boyu yapraklarini muhafaza

etmektedir. Ortalama 8-15 m arasinda uzayan agag genellikle kisadir. Agacin meyvesi olan
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zeytin binlerce yildir gida olarak tiiketilmekte, yapraklari ise yaralarin tedavisinde ve
bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Genel olarak antibiyotik ve antibakteriyel
olarak kullanilan zeytin yapragi kan basinci, kan sekeri ve kotii huylu kolestrolii

diistirmektedir.

Sekil 26. Zeytin yapragi

1.8.14. Ebegiimeci

Kiiciik yaprakli ebegiimeci (Malva Vulgaris) ¢it, yol ve eski duvar kiyilarinda,
harabeliklerde yetismekte olup insanlarin yasadiklari yerlere oldukg¢a yakindirlar. Biiyiik
yaprakli ebeglimeci (Malva Grandfolia) ve oteki degisik cinsleri genellikle ¢icek ve sebze
bahgelerinde yetisir. Anadolu'da 8 Malva tiirii yetismekte olup, bunlarin ¢igek ve
yapraklar1 bir ayrim yapilmaksizin "Ebeglimeci" olarak adlandirilmaktadir. Ebegilimeci
cay1 Ozellikle mukoza iltihaplarinda, gastrit, mesane iltihabi, mide ve bagirsak mukoza
iltihabinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica kasinan ve yanan deri alerjilerinde

yapilan ebegiimeci ¢ay1 yikamalari ¢ok rahatlatict etki gostermektedir.
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1.8.15. Funda

Funda, fundagiller (Ericaceae) familyasindan Erica cinsinden 700'den fazla tiirii
barindiran ¢igekli bitkilerin ortak adidir. Birgok tiirti 0,2-1,5 m boyutlar1 arasinda ¢ali
formunda olan bir bitkidir. Erica arborea ve Erica scoparia tiirleri agag¢ olarak adlandirtlir
ve 6-7 m boyutlarindadir. Her mevsim yesil yaprakli olan funda ayni zamanda bahge
siislemesinde tercih edilmektedir. Bitki her ne kadar giizel ¢igcekleri ile dekoratif olarak
kullanilsa da yiizyillardir yaglhiligin etkilerinin azaltilmasindan cildi gilizellestirmeye kadar
pek cok amacla kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda prostat sorunlarina, ishale, karin agrisina

ve Oksiiriige iyi gelmektedir.

Sekil 28. Funda (Ericaceae)

1.8.16. Papatya

Papatya, papatyagiller (Asteraceae) familyasinda smiflandirilan Anthemis,
Matricaria, Bellis, Leucanthemum ve Tripleurospermum gibi farkli cinslerden bitki

tirlerine verilen ortak addir.

| e o~ [ ¢ * -
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Sekil 29. Papatya (Asteraceae)
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Papatya c¢icegi gaz Dbirikiminde, ishalde, deri dokiintillerinde, mide
rahatsizliklarinda ve balgamlanmalarda tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Papatya ayni
zamanda terletici, sakinlestirici, kramp ¢06ziicii etkilere sahip olmasinin yani sira her tirli

iltihaplanmada iltihap kurutucu olarak kullanilmaktadir.

1.8.17. Sinirli Ot

Sinirli ot cesitlerinden dar yaprakli sinirli ot (Plantago Lanceolata) ve genis
yaprakli sinirli ot (Plantago Major, Plantago asiatica) ayni etkilere sahiptir ve ayni1 bicimde
kullanilmaktadir. Her iki ¢esit de kir yollarinda, ¢imenli tarla kiyilarinda, nemli arazilerde,
bahge ve parklarin ¢imleri arasinda yetismektedir. Antibiyotik etkisi bilimsel olarak

kanitlanmis olan bitki 6zellikle solunum organlar: hastaliklarinda kullanilmaktadir.

Sekil 30. Sinirli ot (Plantago Lanceolata)

1.8.18. Yesil Cay

Yesil cay, Camellia sinensis yapraklarindan elde edilmektedir. Ayni bitkiden elde
edilen siyah ¢ayda yapraklar yavas¢a kurutulurken yesil cayda ise yapraklar toplanir
toplanmaz kavrulup hizlica kurutulmaktadir. Siyah ¢ay kurutulurken oksijenle tepkimeye
girerken yesil ¢ayin ise tepkimeye girmesine izin verilmemektedir. Japon yesil ¢aylar1 ve
Cin yesil caylar gibi cesitleri mevcuttur. Yesil caydaki kafein orani siyah ¢aydakine oranla
daha diistiktiir ve yesil ¢aydaki antioksidan miktar1 daha fazladir. Kanser riskini ve
kolesterolii diisiirtirken tansiyonu ayarlar. Grip virlisiinii 6ldiiriir, stresi azaltir ve dis

¢lirimesine engel olur.
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Sekil 31.Yesil gay (Camellia sinensis)

1.8.19. Aslanpencgesi

Arslanpengesi  (Alchemilla vulgaris/arvensis) giilgiller (Rosaceae) familyasindan
bir bitki cinsidir. Afrika, Asya ve Avrupa'nin 6zellikle daglik bolgelerde yaygin olarak
bulunan bir bitkidir.

Sekil 32. Aslan pengesi (Alchemilla vulgaris/arvensis)
Cigekleri kiigiik ve gosterigsiz olup biiyiikligii ot ile ¢ali boyutlar1 arasinda olmaktadir.

Ozellikle kadin hastaliklarina kars1 kullanilan aslanpengesi kas ve organ yorgunluklari ve

kansizliga kars1 tedavi edici etki gostermektedir.

1.8.20. Biberiye

Biberiye (Rosmarinus officinalis), ballibabagiller (Lamiaceae) familyasindan

igneye benzeyen ince yaprakli ve daima yesil kalan bir bitki tliridiir. Akdeniz ¢evresinde
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yaygin olarak yetisen bitki mor ¢igekli ve ¢ali goriinlimiindedir. Yapraklarindan yag elde
edilebilen bitki ayn1 zamanda kaynatilarak esans ve kolonya yapiminda da kullanilabilir.
Damar tikanikliginin 6nlenmesi agisindan faydali olan bitki mide ve bagirsak uyaricisi

olarak da kullanilabilmektedir.

Sekil 33. Biberiye (Rosmarinus officinalis)

1.8.21. Ceviz Yapragi

Ceviz Agact (Junglans Regia) 25-30 m kadar yiikseklige ulasabilen, kisin
yapraklarint doken gosterisli bir agactir. Drog elde etmek i¢in Haziran ve Temmuz
aylarinda toplanan ceviz yapraklar1 havadar ve golgeli bir yerde kurutulduktan sonra ince
kiyilarak hava almayan kaplarda muhafaza edilir.  Ceviz agacinin yapraklari tanen, C
vitamini ve flavonlar igermektedir. Ceviz yapraklari sindirim bozukluklarinda, kabizlikta,
istahsizliklarda ve kan temizliginde etkilidir. Ayrica kan sekerini diisiiriicii ve kuvvet verici

etkiler de gostermektedir.

Sekil 34. Ceviz yapragi (Junglans Regia)
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1.8.22. Sar1 Kantaron

Sar1 kantaron (Hypericum perforatum), sar1t kantarongiller (Hypericaceae)
familyasina ait bir bitki tiiriidiir. Halk arasinda kan otu, kili¢ otu, yara otu, mayasil otu ve
binbir delik otu olarak da bilinmektedir. Temmuz’dan Eyliil’e kadar ¢igeklenen sari
kantaron, Asya’dan Amerika’ya kadar diinyanin pek ¢ok iilkesinde dogada kendiliginden
yetismektedir. Korku, endise, kaygi, umutsuzluk, umursamazlik, caresizlik duygularinin
giderilmesinde etkili olan bitki anti-stres ve anti-depresan O6zellige sahiptir. Yara ve
yaniklarin iyilesme siirecini hizlandirirken kronik yorgunluk sedromu ve uykusuzlugun

onlenmesinde 6nemli rol oynar.

Sekil 35. Sar1 kantaron (Hypericum perforatum)



2. YAPILAN CALISMALAR

Deneylerde kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii ve

Giimiishane Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi laboratuvarlarindan

temin edildi.

2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlara ve satin alindiklart firmalara ait bilgiler asagidaki

tabloda verilmistir.

Tablo 3. Denemelerde kullanilan cihazlar

Cihazin Adi

Satin Alindig1 Firma/Markasi

Terazi

Vortex Karistirici

Isiticili Manyetik Karistirict
Mikropipet

Mikrofiltre

Kurutma Makinesi

UV Spektrofotometre

Etiv

Blender (Ogiitiicii)

Derin Dondurucu

Santrifiyj

Rotary Evaporator (Doner Vakum Buharlastiricist)
Liyofilizator

Su Banyosu

Mettler Toledo
Ika®Vortex Geinus 3
Heidolph/MR Hei-Standard
Gilson

RC 0,45 pym

Sinbo

Unicam UV 2
Elektrohelios

Sinbo SHB 3048
Vestel

SED, Merlin 506-000
Bibby R100
Teknosem

Bibby
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2.2. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Deneylerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4. Denemelerde kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar

Madde Adi Satin Ahindig1 Firma/Marka
Asetik Asit Carlo Erba
Kloroform Merck
Dietil Eter Merck
Etanol Sigma

Etil Asetat Carlo Erba
KOH Merck
Fenol Ftalein Sigma
2-Tiyobarbitiirik Asit Sigma
Nisasta Merck

KI Merck
BHT Merck
Trolox Aldrich
DPPH Aldrich
FesCl3.3H20 Sigma
Na2CO3 Merck
Folin-Ciocalteu Reaktifi Sigma
NaOH Merck
HCI Merck
TPTZ Fluka
Gallik Asit Sigma
Katesin Sigma

Askorbik Asit Sigma
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Tablo 5. Denemelerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar

Cozelti

Hazirlanisi

0.2 N Folin-Ciocalteu Reaktifi

%7,5” lik Na2CO3 ¢ozeltisi
Stok Katesin
Stok Gallik asit

Stok Troloks

Stok Askorbik asit (C vitamini)

150 mL 300 mM pH:3,6 Asetat
tamponu

50 uM DPPH c¢ozeltisi
40 mM HCI

0,1 M NaOH (A)
10 mM TPTZ (B)
15 mL 20 mM FeCl3.6H20 (C)

FRAP Reaktifi

% 1’ lik Nisasta ¢ozeltisi
Doygun KI ¢ozeltisi

0,002 N Na2S203.5H.0

%1’ lik fenolftalein ¢ozeltisi

0,1 N KOH

TBA ¢ozeltisi

2N’ lik hazir satin alinan ¢ozeltiden saf su ile 1:10
oraninda seyreltilerek hazirlanir.

9 g Na,CO3 120 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanir.
10 mg katesin 10 mL saf suda ¢6ziiliir (1mg/mL).

10 mg gallik asit 10 mL metanolde ¢oziiliir.
(Img/mL).

6,25 mg trolox 25 mL metanolde c¢ozilir. (1
mg/mL).

10 mg askorbik asit 10 mL saf suda ¢oziiliir (1
mg/mL).

2,586 mL derisik asetik asit alinip 100 mL saf suda
¢oziiliir, 0,1 M NaOH ile pH=3,6" ya ayarlanir ve son
hacim saf su ile 150 mL’ye tamamlanur.

4,929 mg DPPH, 250 mL metanolde ¢oziiliir.

85,8 uL derisik % 377 lik HCI, 25 mL saf suda
¢Ozulir.

0,1 g NaOH 25 mL saf suda ¢oziiliir. (0,1 M).
0,0468 g TPTZ, 40 mM 25 mL HCI’de ¢oziiliir.

0,0811 g FeCl3.6H.O 55 mL saf suda ¢oziilerek
tizerine 10,5 mL etanol eklenir.

A, B ve C cozeltileri sirasiyla; 10:1:1 oraninda
karigtirthir.  (FRAP reaktifi taze hazirlanmali ve
kullanimdan 6nce 37 °C’ ye 1sitilmalidir.)

1 g nisasta 100 mL saf suda ¢oziiliir.

42 g KI 30 mL saf suda ¢oziiliir.

49,6 mg Na2S203.5H20 100 mL saf suda ¢oziiliir.
0,1 g fenolftalein 10 mL etanolde ¢oziiliir.

1,12 g KOH alinir 200 mL etanolde ¢oziiliir.

0,67 g 2-TBA 100 mL saf suda ¢oziliir ve iizerine
100 mL asetik asit ilave edilir.
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Tablo 6. Kullanilan numunelerin ¢oziictileri ve kodlari

Bitki adi Coziiciisii  Numune kodu Coziiciisii Numune kodu
Sarisabir su UKS1 su ile doymus etil asetat UKE1
Isirgan su UKS2 su ile doymus etil asetat UKEZ2
Sigir kuyrugu su UKS3 su ile doymus etil asetat UKE3
Ihlamur su UKS4 su ile doymus etil asetat UKE4
Coban cantasi su UKS5 su ile doymus etil asetat UKES
Ekinezya su UKS6 su ile doymus etil asetat UKEG
Karahindiba su UKS7 su ile doymus etil asetat UKE7
Kayin su UKS8 su ile doymus etil asetat UKES8
Giilhatmi su UKS9 su ile doymus etil asetat UKE9
Okse otu su UKS10 su ile doymus etil asetat UKEI10
Ogul otu su UKS11 su ile doymus etil asetat UKEI1
Ayva yapragi su UKS12 su ile doymus etil asetat UKEI12
Zeytin yapragi su UKS13 su ile doymus etil asetat UKE13
Ebegiimeci su UKS14 su ile doymus etil asetat UKE14
Funda su UKS15 su ile doymus etil asetat UKEI15
Papatya su UKS16 su ile doymus etil asetat UKEI16
Sinirli ot su UKS17 su ile doymus etil asetat UKE17
Yesil cay su UKS18 su ile doymus etil asetat UKE18
Aslan pengesi su UKS19 su ile doymus etil asetat UKE19
Biberiye su UKS20 su ile doymus etil asetat UKE?20
Ceviz yapragi su UKS21 su ile doymus etil asetat UKE21
Sar1 kantaron su UKS22 su ile doymus etil asetat UKE22
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2.3. Bitkilerin Temini ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan bitkiler Ocak 2015°de Trabzon’da bulunan bir aktardan
temin edilmistir.

Pargalama islemi: Biitiin bitkiler ayr1 ayr1 laboratuvar tipi blender ile pargalanarak
toz haline getirildi ve uygulanacak analiz yontemine gore kodlandi.

Kurutma iglemi: Parcalanip toz haline getirilen bitkiler etiivde 40 °C de iki giin
boyunca kurutuldu.

Ekstraksiyon islemi: Ekstraksiyonda su ve su ile doyurulmus etil asetat olmak
tizere iki farkli ¢oziicli kullanildi. Bu islem geri sogutucu altinda karistiricili 1sitict sistem
calistirilarak yapildi.

(Coziicli olarak su kullanildiginda karistiricili 1sitict sistem 95 °C’ ye ayarlandi.
Daha 6nce hazirlamis oldugumuz kuru toz numuneden 5 mg tartilarak 95 °C’ ye 1sitilmig
50 mL su {izerine ilave edildi. Sabit devirde cevrilen 95 ‘C ye ayarli 1siticida iki saat
stireyle ekstraksiyon yapildu.

Coziicii olarak su ile doyurulmus etil asetat kullanildiginda ise karistiricili 1sitici
sistem 70 °C’ ye ayarlandi. Daha 6nce hazirlamis oldugumuz kuru toz numuneden 5 mg
tartilarak 70 °C’ ye 1sitilmis 50 mL su ile doyurulmus etil asetat lizerine ilave edildi. Sabit
devirde ¢evrilen 70 ‘C’ ye ayarl 1siticida iki saat siireyle ekstraksiyon yapildi. Her iki
coziici ile elde edilen ekstraktlar siizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintii plastik tiiplere esit
miktarlarda aktarilarak 6000 rpm’ de 15 dk santrifiijlendi. Plastik pastor pipetleri
kullanilarak tiiplerdeki siipernatant (iist kisimlar) baska bir cam tiipe aktarildi. Elde edilen
ekstrakti berraklastirmak adina g¢ozeltiler 0.45 pM gozenekli siringa filtreden gegirildi.
Berrak hale getirilen ¢ozelti etiketlendi ve daha sonra ¢oziiciisii ugurulmak iizere saklandi.

Coziicii ugurma islemleri: Su ile doyurulmus etil asetatli numunelerin etil asetat
kism1 evaporatdr yardimiyla ugurulduktan sonra geri kalan sulu kisim liyofilizasyon
islemiyle uzaklastirildi. Sulu ¢ozeltilerin ¢oziiciileri direk olarak liyofilizator kullanilarak
uzaklastirildi.

Denemelerde kullanilacak olan numuneler ¢6ziici ugurma isleminden sonra

istenilen konsantrasyonlara getirildi.
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2.4. Antioksidan Aktiviteler

2.4.1. DPPHe Radikal Temizleme Aktivitesi

Bolim 1.5.1. de ayrintili olarak verilen deneysel yontem izlenerek kararli bir
radikal olan DPPH’ m numune varhigindaki davraniglart incelendi. Calisilan numune
konsantarsyonlar1 6n denemeler ile belirlendi. 517 nm’ de olgiilen absorbans degerleri
konsantrasyona kars1 grafige gecirildi. Grafikten yararlanilarak DPPH miktarim1 %50
azaltan numune konsantrasyonu (SCso) belirlendi. Standart olarak C vitamini ve Trolox
kullanilarak numunelerin antioksidan aktiviteleri karsilastirildi. SCso degerinin diisiik

olmasi aktivitenin yliksek oldugunu gostermektedir.

2.4.1.1. On Denemeler

DPPH aktivitesini kontrol etmek i¢in hazirlanan 50 pM DPPH ¢ozeltisi ile
denemeler yapildi. Konsantrasyonlar: belli olan numunelerden ve DPPH ¢6zeltisinden esit
miktarda alinarak renk degisimi gozlendi. Rengin sar1 olmasi aktivitenin yiiksek oldugunu
gosterirken rengin mor olmasit aktivitenin diisiik oldugunu gosterir. Renk mor ile sari
arasinda olup sariya daha yakin olacak sekilde ayarlandi. Ornegin; numune konsantrasyonu
10 mg/mL olan UKS11 numunesi i¢in 50 uM DPPH (500 uL) ve UKS11 numunesi (500
pL) bir tiipte karistirildiginda rengin sartya ¢ok yakin oldugu gozlendi. Bunun {izerine
numune 1/100 oraninda seyreltildi ve uygun konsantrasyonun 0,01 mg/mL oldugu tespit
edildi.

Islem basamaklar:

» 50 uM DPPH ¢ozeltisi metanolde hazirlandi. (Taze ve giinliik hazirlanir.)

‘ Kor Tiipleri

1ajdn] aunwny

Sekil 36. DPPH testi i¢in hazirlanan tiipler
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Numunelerin konsantrasyonlari aktivite gosterecek sekilde ayarlandi.
Kontrol tiiplerine (C) ve numune tiiplerine (N) 750 pL numune konuldu.

Numune korii tiiplerine (K) numune yerine 750 pL. numune ¢oziiciisii ilave edildi.

YV V V V

Numune pipetlemesi bitince 20 s arayla 6nce kontrol tiiplerine ardindan numune
tiiplerine 750 uL. DPPH ¢ozeltisi ve en son numune korlerine 750 uL. DPPH

¢oziicilisii (metanol) pipetlendi.

A\

50 dakika bekletildikten sonra 20 s arayla 517 nm’ de absorbans okundu.
» Sonuglar grafige gecirilip SCso degerleri hesaplandi.

2.4.1.2. SCso Degerlerinin Belirlenmesi

Radikal miktarin1 yariya diisiiren numune konsantrasyonu SCso seklinde ifade
edilmektedir. SCso degerinin belirlenmesi igin farkli konsantrasyonlarda ¢alismak
gerekmektedir. Bu nedenle numunelerin yeterli miktarda farkli konsantrasyonu hazirlanip
absorbans oOl¢timleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gegirildi.
Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen yani absorbansi yariya diisiliren

konsantrasyon miktari (SCso degeri) belirlendi.

2.4.2. FRAP Yontemi

Bu yontem i¢in Oncelikli olarak ekstraktlarin  ve standartlarin  belirli
konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri hazirlandi. Standart olarak Askorbik asit (C vitamini) ve
Troloks secildi. Sonra C vitamini ve Troloks seri seyreltme yapilarak 5 farkli
konsantrasyon (1000- 500- 250-125-62.5 uM) elde edildi.

K: Numune korii, FRAP reaktifi yerine 1,5 mL FRAP c¢oziiciisii (su:metanol (2:3))
kullanildi.

R: Reaktif korii, numune yerine 50 pL. numune ¢oziiciisii kullanildi.

C: C vitamini (Askorbik asit), 1000, 500, 250,125,62.5 uM. Stok Askorbik asit ¢6z. i¢in
176 mg/L yada 17.6 mg/100 mL (0.0176 g/100 mL) 1000 uM’a esdeger sudaki ¢ozeltisi.
T: Trolox, 1000,500,250,125,62.5 uM, 0.005 g/ 20 mL (=25 pg/mL).

Abs595nm [Askorbik asit]’e kars1 grafige gecildi. FRAP degeri asagidaki gibi hesaplandi:
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FRAP degeri = (Numune absorbansinin karsilik geldigi [ Askorbik asit] x 2) uM

Trolox

Sonuglar ayni zamanda numunelerin gosterdigi aktiviteye esit aktivite gosteren

konsantrasyonu (Trolox esdegeri antioksidan kapasite, TEAC) olarak ifade edildi.

Tablo 7. FRAP testi i¢in hazirlanan tiipler

Kalibrasyon Standartlari Referans Numuneler
Standart

Tfest o ClL |C2 C3 C4 C5 T 1 12 13 (2 15 |6
cozeltileri
Reaktif ClIR | C2R | C3R | C4R | C5R TR IRI2R 3R 4R |B5R | 6R
Korii
Numune ClK | C2K | C3K | C4K | C5K TK 1K | 2K | 3K | 4K | BK | 6K
Korii
Test 3 C13 | C23 | C33 | C43 |C5h3 T3 13 |23 |33 |43 |53 |63
Test 2 Cl2 | C22 | C32 | C42 |C5h2 T2 12 |22 |32 |42 |52 |62
Test 1 Cll1 | C21 | C31 |C41 |C5h1 T1 11 |21 |31 |41 |51 |61

Islem basamaklart:

FRAP reaktifi taze hazirland1 ve kullanilmaya baslayincaya kadar diisiik hizda
manyetik Karistirici ile karistirildi.

Test ¢ozeltileri hazirlandi.

Spektrofotometre galistirildi ve dalga boyu 595 nm™ ye ayarlanda.

Test 1, Test 2 ve Test 3 ve Numune korii siralarina 50 pL. numune ve Reaktif korii
sirasina 50 plL numune ¢oziiciisii pipetlendi (Su ve su ile doyurulmus etil asetat).
Test 1, Test 2, Test 3 ve Reaktif koru siralarina 1,5 mL FRAP reaktifi, numune
korii sirasina ise 1,5 mL FRAP ¢oziiciisii (su:metanol, 2:3) 20 s arayla pipetlendi ve
vortekslendi.

[k pipetlenen tiipten baslanarak 20. dk da dolan tiip almip plastik kiivete aktarild

ve absorbansi 595 nm’ ye ayarlanmis spektrometrede okundu.

FRAP reaktifinin hazirlanmasi: Asagida nasil hazirlandiklar1 belirtilen A, B ve C

cozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanarak karistirildi.
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A: pH=3,6 olan 150 mL 300 mM asetat tamponu hazirlandi. Bunun i¢in 2,586 mL
derisik (%99,5) asetik asit alinip hacim saf suyla 40 mL’ ye tamamlanip 0,1 M NaOH
(0.100 ¢/25 mL) ile pH=3,6’ya ayarlandi. Daha sonra hacim saf suyla 45 mL’ye
tamamlanarak tizerine 105 mL etanol eklendi.

B: 15 mL 10 mM TPTZ’nin [2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (MATp72:312,33
g/mol) nin 40 mM HCI deki ¢6zeltisi hazirlandi. Bunun icin 0,0468 g TPTZ / 5,5 mL 40
mM HCI hazirlandi ve daha sonra tizerine 10,5 mL etanol ilave edildi.

C: 15 mL 20 mM FeClz.6H20 ¢ozeltisi; 0,0811 g FeCls.6H.O / 5,5 mL saf suda
¢oziildii ve tizerine 10,5 mL etanol ilave edildi.

Toplam hacim A +B + C = 180 mL (22 numune i¢in) olacak sekilde ayarlandi.

2.4.3. Toplam Fenolik Madde Miktar:
Toplam fenolik madde miktarinin belirlendigi bu yontemde standart olarak Troloks
ve Askorbik asit (C vitamini) kullanildi. Numune ekstraktlarinin tamami esit

konsantrasyonlarda hazirlandi ve kullanildu.

Tablo 8. Toplam fenolik madde tayini i¢in hazirlanan tiipler

Kalibrasyon Standartlar: Numuneler
Test Gl|G2 |G3 |G4 |GS5 |Ksl |Ks2 | Ks3 | Ksd | KsS |1 2
Cozeltileri
Reaktif Gl |G2 |G3 |G4 |G5 | Ksl | Ks2 | Ks3 |Ksd | Ks5 |1 2
Kori R |R R R R R R R R R R R
Numune Gl |G2 |G3 |G4 |G5 | Ksl | Ks2 | Ks3 |Ksd | Ks5 |1 2
Korii K |K K K K K K K K K K K
Test 3 Gl |G2 |G3 |G4 |G5 |Ksl |[Ks2 |Ks3 |Ks4 | KsS |1 2
3 |3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Test 2 Gl |G2 |G3 |G4 |G5 | Ksl |Ks2 |Ks3 |Ksd | KsS5 |1 2
2 |2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Test 1 Gl |G2 |G3 |G4 |G5 |Ksl |[Ks2 |Ks3 |Ks4 |KsS |1 2
1 |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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K: Numune korti, Folin reaktifi yerine 250 pL su (reaktif ¢oziiciisii) kullanildu.

R: Reaktif korli, numune yerine 50 pL numune ¢6ziiciisii kullanildi.

G: Gallik asit, 50 uL standart olarak kullanildi.

K: Katesin, 50 pL standart olarak kullanildi.

Y Ontem basamaklari:

>

V V.V V V VY

50 puL numune, (Y4 seyreltilen) (veya standart, her biri 3 paralel)

50 uL numune ¢oziiciisii reaktif korii sirasina pipetlendi.

250 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi (3. sira numune koriine su).

Vortexlendi ve 3 dk da oda sicakliginda bekletildi.
750 uL %7,5’ lik Na2COg ilave edildi ve vortekslendi.

Oda sicakliginda 2 saat bekletildi.

765 nm’ de 20 s arayla absorbans okundu.

Toplam fenolik madde miktar1 g ya da mL numune basina pg olarak ifade

edilmektedir (Ornegin: pg Gallik asit esdegeri/gram kuru ekstrakt, ug GAE/g, veya pug

katesin esdegeri/100 g orjinal kuru numune, pg CE/100 g kuru numune).

bitkiler tercih edilmis olup secilen bu bitkilerde duyusal ve gorsel analizler yapilarak

tereyaginda kullanilabilirlikleri test edilmistir.

2.5. Duyusal ve Gorsel Analizler

Calismamizda tereyaginin tadinda, kokusunda ve renginde degisiklik yapmayacak

Tablo 9. Ekstraktlarin duyusal ve gorsel analiz verileri

RENK | KOKU | TAT RENK | KOKU | TAT RENK | KOKU | TAT
UKS2 |1 2 2 UKS9 3 4 4 UKS16 3 3
UKS3 | 2 1 1 UKS10 | 4 2 UKS17 | 3 4 4
UKS4 | 3 2 2 UKS11 |3 3 3 UKS18 | 2 4 4
UKSS |3 1 2 UKS12 | 2 3 2 UKS19 | 3 1 2
UKS6 | 3 4 4 UKS13 | 3 4 4 UKS20 | 3 2 2
UKS7 |3 3 3 UKS14 | 2 1 1 UKS21 | 2 2 2
UKS8 | 3 2 2 UKS15 |3 4 4 UKS22 | 1 2 2




48

Sulu ekstraktlar1 hazirlanan her bir numune i¢in 1 ile 4 (RENK; 1: Cok Koyu, 2:
Koyu, 3: Ag¢ik, 4: Cok Acik, KOKU VE TAT; 1:Cok Baskin, 2:Baskin, 3: Baskin Degil, 4:
Hi¢ Baskin Degil) arasinda puanlandirma yapilmistir. Yiiksek puan alan ekstraktlar
duyusal ve gorsel agidan olumlu sonuglar vermistir. Yapilan analiz sonucunda UKS6,
UKS11, UKS13, UKSI5 ve UKSI8 basta olmak iizere birgok bitki tereyaginda
kullanilabilirlik agisindan olumlu yorum almustir.

Yapilan antioksidan aktivite testleri ve duyusal analizler sonucunda hem yiiksek
antioksidan aktivite gosteren hemde olumlu duyusal ve gorsel analiz veren UKSII,
UKS15, UKS18, UKS19, UKS20, UKE15, UKE18, UKE19 ve UKE20 numuneleri

tereyaginda oksidasyonu 6nlemek amaciyla kullanilmak iizere tercih edilmistir.

2.6. Oksidatif Kararhhik Yontemleri

2.6.1. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Degeri

Lipid oksidasyon derecesinin belirlenmesinde kullanilan bu yontem mili esdeger
gram malondialdehit (MDA)/ kg yag olarak ifade edilmektedir. TBA degerinin yiiksek

cikmasi yagin oksidatif bozunmasinin fazla oldugunu géstermektedir.

Y ontem Basamaklart:
» 1,5 g yag numunesi test tiipline alindu.
1,5 mL kloroform ile ¢oziildii.
5 mL TBA ¢ozeltisi eklendi
Kuvvetlice karistirildi ve 15 dk santrifiij edildi.
Ayrilan fazlardan st kistmda kalan sulu faz bagka bir test tiiptine alind1.

30 dk kaynayan su banyosunda bekletildi.

YV V V V V V

Sogutuldu ve 532 nm’ de 6l¢iim yapildu.
MDA miktar1t C (mg/L) = A ( 532 nm’ de Olgiilen absorbans degeri) / 0,262

formiiliinden okunan absorbans yerine konularak konsantrasyon degeri hesaplanmistir.
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2.6.2. Peroksit Degeri

Birincil oksidasyon iiriinii olan peroksit seviyelerini belirlemek igin AOCS standart

yontemi kullamlmistir (AOCS, 1990). Ornegin peroksit degeri miliesdeger gram aktif

oksijen/kg yag olacak sekilde ifade edilmistir. Peroksit degerinin yiiksek ¢ikmasi yagin

oksidatif bozunmasinin fazla oldugunu gostermektedir.

Y Ontem basamaklari:

>

>
>
>

A\ 4

5 g yag numunesi bir erlen igerisine aktarildi.

Ormek 10 mL kloroformda ¢éziildii.

Daha sonra 6rnek tizerine 15 mL asetik asit ilave edildi.

Uzerine 1 mL doygun KI eklenerek 1 dk galkaland: ve 5 dk agzi kapali sekilde
karanlikta bekletildi.

Erlene 75 mL saf su eklendi.

3 mL % 1’ lik nisasta indikatori ilave edilerek 0,002 N ayarli Na2S»03 ¢ozeltisi ile
titre edildi.

Peroksit miktar1 PV=(((VO-VK)*N)/M)*1000) formiilinde degerler yerine

konularak hesaplanmistir.

PV: Peroksit degeri (mili esdeger gram oksijen/kg yag)
VO: Ornek icin harcanan tiyosiilfat (mL)

VK: Kor deneme i¢in harcanan tiyosiilfat (mL)

N: Sodyum tiyosiilfatin normalitesi

M: Tartilan yag miktari (g)

2.6.3. Serbest Yag Asitlerinin (FFA) Belirlenmesi

Alkol ve eter karisiminda ¢oziindiiriilen yagdaki serbest yag asitlerinin (FFA: Free

Fatty Acid) ayarli bir baz ¢ozeltisi kullanilarak fenolftalein indikatorii esliginde titrasyonu

sonucu harcanan baz miktarindan yararlanarak formiil yoluyla hesaplanmasi ilkesine

dayanmaktadir. Analiz edilen numunenin serbest yag asitligi kiitlece % olarak ve genellikle

oleik asit tizerinden hesaplanmaktadir. Serbest yag asiti miktarinin yiiksek ¢ikmasi yagin

hidrolitik bozunmasinin fazla oldugunu gostermektedir.
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Y O6ntem basamaklart:
» 5 g yag numunesi bir erlene alinir.
» 50 mL 1:1 oraninda etanol:dietil eter ilave edilerek yag ¢oziinene kadar galkalanir.
» % 1’ lik hazirlanmis fenolftalein ¢6zeltisinden 2-3 damla ilave edilir.
> Biirete aktarilan 0,1 N etanolli KOH c¢ozeltisi ile kalici agik pembe renk
olusuncaya kadar titre edilir.
» Harcanan 0,1 N etanollii potasyum hidroksit kaydedilerek hesaplama yapilir.
Serbest yag asiti miktar1 % Serbest Yag Asitleri=(V/M)*2,8 formiiliinde degerlerin
yerine koyulmasiyla % oleik asit olarak hesaplanir.
V: 0,1 N KOH ¢ozeltisinden harcanan miktar (ml)
M: Ornek miktari (g)



3. BULGULAR VE TARTISMALAR

3.1. Oziitlerin Antioksidan Aktiviteleri

Su ve su ile doyurulmus etil asetat ¢oziiciileri kullanilarak hazirlanan ekstraktlarda
antioksidan aktiviteyi belirlemek tlizere DPPHe radikal temizleme aktivitesi, demir (II)
indirgeme / antioksidan kuvvet (FRAP) aktivitesi ve Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam
fenolik madde tayin yontemleri olmak iizere ii¢ yontem kullanilmistir. Antioksidan testlerde

standart olarak C vitamini, Trolox, gallik asit ve katesin karsilastirma amac¢lh kullanilmastir.

3.1.1. DPPHe Radikal Temizleme Aktiviteleri

Su ve su ile doyurulmus etil asetat ¢oziiciilerinde hazirlanmis ekstraktlarda DPPHe
radikal temizleme yontemiyle ekstrakt antioksidan kapasiteleri belirlendi. Yontemde
standart antioksidanlar olarak C vitamini ve Trolox kullanildi. Numune konsantrasyonuna
karsi 517 nm’deki absorbanslar belirlendi. Sonuglar konsantrasyona karsi absorbans
grafiklerine doniistiiriildii. Bu grafiklerden faydalanarak DPPHe konsantrasyonunu yariya
diisliren numune miktar1 olan SCso degerleri mg/mL olarak ifade edildi. Antioksidan

aktivite, numunlerin SCso degerleri belirlenerek karsilagtirildi.

1,2
1 L y =-48,946x + 1,3061
T R?=0,9999
£ 0,8 |
M~
=S PO
L 06
3 |
< 04 I
1
0,2 1
1
O - - ‘ Il Il Il ]
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 37. Farkli konsantrasyondaki bir standardin 517 nm’de verdigi
absorbans degerlerinin grafiginden SCso degerinin bulunmasi
(SCs0 = 0,0133 mg/mL)
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3.1.1.1. Sulu Ekstraktlarda DPPHe Radikal Temizleme Aktiviteleri

0,300 -

0,250 y =-34,294x + 0,2482

R*=0,9923

0,200 -
0,150 -

0,100 -

Absorbans 517 nm

0,050 -

0,000 T T !

0,00000 0,00200 0,00400 0,00600
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 38. DPPH yontemine gore, UKSI11 kodlu sulu ekstraktin
konsantrasyon-absorbans grafigi (p<0,0001)
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Sekil 39. Sulu ekstraktlarin ve kullanilan standartlarin 517 nm’deki absorbansa dayali DPPH
radikali temizleme aktivitesi tayini sonucu elde edilen SCso (ng/mL) degerleri

Sekil 39°da gosterilen su ¢oziiciisii ile hazirlanan ektraktlarin SCso degerlerine gore,
UKS20, UKS19, UKS15, UKS11ve UKS18 kodlu numunelerin antioksidan aktivitesi diger
numuneler ile karsilastirildiginda 20-40 kati daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistir. Numuneler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteye UKS20 sahip
olup Trolox’ un yarist aktivite gosterirken C vitamininin 12 kat1 aktiviteye sahiptir. En
diisiik aktivite ise UKS9 ekstraktinda tespit edilmistir. Yiiksek antioksidan aktivitenin,

numunelerin igeriginde bulunan fenolik bilesiklerden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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3.1.1.2. Su ile Doyurulmus Etil Asetat Ekstraktlarnnda DPPHe Radikal
Temizleme Aktiviteleri
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Sekil 40. DPPH yontemine gore, UKE11 kodlu su ile doyurulmus etil
asetat  ekstraktinin  konsantrasyon-absorbans  grafigi
(p<0,00001)
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Sekil 41. Su ile doyurulmus etil asetat ekstraktlarin 517 nm’deki absorbansa dayali DPPH
radikali temizleme aktivitesi tayini sonucu elde edilen SCso (ng/mL) degerleri

Sekil 41° de verilen su ile doyurulmus etil asetat numunelerinin DPPHe radikal
temizleme aktivitesi karsilastirildiginda UKE18, UKE19, UKE21, UKE20 ve UKE3 kodlu
numunelerin antioksidan aktivitelerinin diger numunelere gore 18-65 kat yiiksek aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir. Numuneler arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteye

UKE18 sahip olup Trolox’ un yaris1 aktivite gdsterirken C vitamininin yaklasik 14 kati
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antioksidan aktiviteye sahiptir. En diistik antioksidan aktivite ise UKES ekstraktinda tespit
edilmistir.
Sulu ve su ile doyurulmus etil asetat ektraklarinda ¢oziicii karsilastirilmasinda ise

genel olarak su ile hazirlanan ekstraklardaki antioksidan aktivite daha yiiksek

goriilmektedir.

3.1.2. Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Kuvveti (FRAP)

Su ve su ile doyurulmus etil asetat ¢Oziiclilerinde hazirlanmig 22 adet ekstraktin
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde demir (I11) indirgeme / antioksidan gii¢ (FRAP)
yontemi kullanildi. Biitiin numune konsantrasyonlart 1 mg/mL olacak sekilde ayarlandi.
Bu yontemde standart olarak Trolox (1 mg/mL) ve C vitamini (1 mg/mL) kullanilarak
absorbans Ol¢iimlerine karsilik gelen kalibrasyon grafikleri olusturuldu. Bu grafikler
degerlendirilerek antioksidan aktivite sonuglart C vitamini grafigine dayali FRAP (uM) ve
Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC (uM)) olarak ifade edildi.

3.1.2.1. Sulu Ekstraktlarda Demir (IIT) indirgeme/Antioksidan Kuvveti

2,500 1

2,000 A

1,500 A

1,000 A

Abs (595 nm)

0,500 A

0,000 T T T T T )
0 200 400 600 800 1000 1200

Trolox konst. (mikromolar)

Sekil 42. FRAP yontemine gore, Trolox konsantrasyonu-absorbans grafigi
(p<0,00001)
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Sekil 43. Sulu ekstraktlarmin Fe (III) indirgeme / antioksidan kuvveti (FRAP) degerleri
(uM TEAC; Trolox esdegeri antioksidan kapasite)

Sulu ekstraklarin demir (III) indirgeme/antioksidan kuvvetleri karsilastirildiginda
(Sekil 43), UKS20 numunesinin demiri indirgeme potansiyeli yani antioksidan kuvveti
diger numunelere gore daha yiiksek tespit edilmistir. En diisiik antioksidan aktiviteye ise

UKS9 kodlu numune sahiptir.

Ayrica biitiin sulu nunumelerde, FRAP testi ve DPPH radikal temizleme aktivitesi

testleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir.

3.1.2.2. Su ile Doyurulmus Etil Asetat Ekstraktlarinda Demir (IIT) indirgeme/
Antioksidan Kuvveti
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Sekil 44. FRAP yontemine gore, Trolox konsantrasyonu-absorbans grafigi (p<0,001)
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Sekil 45. Su ile doyurulmus etil asetat ekstraktlarmin Fe (I11) indirgeme / antioksidan
kuvveti (FRAP) degerleri (uM TEAC; Trolox esdegeri antioksidan kapasite)

Su ile doyurulmus etil asetat numunelerinde demir (III) indirgeme potansiyelleri
karsilastirildiginda, 6zellikle UKE18 olmak tizere UKE4, UKE3, UKEI11, UKE21, UKE19
ve UKE20 numunelerin antioksidan kuvveti diger numunelerinkinden ¢ok daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir.

Biitiin su ile doyurulmus etil asetat numunelerinde, FRAP testi ve DPPH radikal

temizleme aktivitesi testleri arasinda pozitif bir korelasyon gorilmiistiir.

3.1.3. Toplam Fenolik Madde Miktari

Biitiin su ve su ile doyurulmus etil asetat ¢oziiciilerinde hazirlanmis numunelerde
antioksidan aktivitenin belirlenmesinde ayni1 zamanda Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam
fenolik madde tayini yontemi kullanildi. Yontemde standart olarak gallik asit ve katesinin
farkl1 konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen absorbanslarin o6l¢iimiine dayali
kalibrasyon grafikleri elde edildi (Sekil 46).

Gallik asit standart grafiginden elde edilen dogrunun fonksiyonu kullanilarak
numunelerdeki fenolik bilesik miktarlart gallik asit esdegeri (GAE) olarak pg/mL
cinsinden ifade edildi (Sekil 47).
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3.1.3.1. Sulu Ekstraktlarda Toplam Fenolik Madde Miktar1
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Sekil 46. Folin-Ciocalteu yontemine goére gallik asit (GA) konsantrasyon-
absorbans grafigi (p<0,001)
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Sekil 47. Folin-Ciocalteu yontemine gore sulu ekstraktlarinin gallik asit esdegeri (GAE,
pg/mL) cinsinden toplam fenolik madde miktarlar

Sulu ekstraklarin toplam fenolik madde miktarlarina GAE cinsinden bakildiginda
UKS20, UKS19, UKS11 ve UKS15 numunelerinin en yiiksek fenolik bilesene sahip
oldugu goriilmiistiir (Sekil 43). En diistik fenolik igerige sahip olan numune ise UKS9

olarak bulunmustur.
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3.1.3.2. Su ile Doyurulmus Etil Asetat Ekstraktlarinda Toplam Fenolik Madde
Miktan
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Sekil 48. Folin-Ciocalteu yontemine gore gallik asit (GA) konsantrasyon-
absorbans grafigi (p<0,001)
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Sekil 49. Folin-Ciocalteu yontemine goére su ile doyurulmus etil asetat ekstraktlarimin
gallik asit esdegeri (GAE, pg/mL) cinsinden toplam fenolik madde miktarlar

Su ile doyurulmus etil asetat ekstraktlarinda toplam fenolik madde igerigine gore
karsilastirildiginda en fazla fenolik madde UKE18 numunede goriilmiistiir. Daha sonra
sirastyla UKE3, UKE4, UKE21 ve UKE11 numunelerinde fenolik madde igerigi fazla
tespit edildi. UKES, en az fenolik madde igermektedir.
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3.2. Antioksidan Aktivite Yontemlerinin Karsilagtirilmasi

3.21. Sulu Ekstraktlardaki Antioksidan Aktivite Yoéntemlerinin
Karsilastirilmasi
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Sekil 50. Sulu ekstraktlarin Toplam fenolik madde miktar1 (TP) ve DPPH tayin
sonuclarinin uyum grafigi
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Sekil 51. Sulu ekstraktlarin FRAP ve Toplam fenolik madde miktart (TP) tayin
sonuclarinin uyum grafigi
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Sekil 52. Sulu ekstraktlarin FRAP ve DPPH tayin sonuglarinim uyum grafigi

Su ile hazirlanan ekstraklarda yapilan antioksidan belirleme tayin yontemlerinden
(DPPH, FRAP ve TP) elde edilen sonuglar karsilastirilarak Sekil 50, 51 ve 52 elde
edilmistir. Sulu ekstraklarla yapilan tiim testler birbiriyle uyumlu olup 6zellikle FRAP ve
DPPH testlerinden elde edilen degerler arasinda pozitif bir korelasyon tespit edilmistir
(Sekil 52).

3.2.2. Su ile Doyurulmus Etil Asetath Ekstraktlardaki Antioksidan Aktivite
Yontemlerinin Karsilastirilmasi
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Sekil 53. Su ile doyurulmus etil asetatli ekstraklarda FRAP ve DPPH tayin sonuglarinin
uyum grafigi
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Sekil 54. Su ile doyurulmus etil asetatli ekstraklarda FRAP ve TP tayin sonuglarinin
uyum grafigi
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Sekil 55. Su ile doyurulmus etil asetatli ekstraklarda TP ve DPPH tayin sonuglarinin
uyum grafigi

Su ile doyurulmus etil asetatli ekstraklarda yapilan antioksidan belirleme tayin
yontemlerinden (DPPH, FRAP ve TP) elde edilen sonuglar karsilastirilarak Sekil 53, 54 ve
55 elde edilmistir. Numunelerdeki antioksidan yontemlerin karsilagtirilmasinda en yiiksek
korelasyon FRAP ve TP tayinlerden elde edilen degerler arasinda goriilmiistiir.

Su ile doyurulmus etil asetatli ekstraktlarin antioksidan aktivite yontemlerinin

birbiriyle olan korelasyonlar1 sulu ekstraktlara oranla daha diistiktir.
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3.3. Su ve Su ile Doyurulmus Etil Asetath Ekstraktlarin Antioksidan
Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Sulu SCy,
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Sekil 56. Su ve su Ile doyurulmus etil asetatli ekstraktlarin SCso

degerlerinin karsilastirilmasi

Sulu FRAP
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Sekil 57. Su ve su ile doyurulmus etil asetatli ekstraktlarin FRAP

degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 58. Su ve su Ile doyurulmus etil asetath ekstraktlarin Folin

degerlerinin karsilastirilmasi
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Yapilan biitin yontemlerde antioksidan aktiviteleri karsilastirilan su ve su ile
doyurulmus etil asetat ekstraktlarinin arasinda genel olarak lineer bir iliski oldugu
goriilmektedir. Sekil 56’ dan da anlasildig: iizere en iyi korelasyonun SCsp testleri arasinda
oldugu goriilmektedir. Bazi  Orneklerin  lineer dogrudan sapmast kimyasal
kompozisyonlarindaki fenolik bilesiklerin yapisindan kaynaklanmaktadir. Baz1 6rnekler
icerdikleri apolar fenolik bilesikler sebebiyle daha apolar olan su ile doyurulmus etil asetat
¢oOziiciisiinde aktifken, bazilar1 da i¢ermis olduklar1 polar fenolik bilesiklerden 6tiirii polar

bir yapiya sahip olan su ¢dziiciisiinde aktivite gostermektedirler.

3.4. Oziitlerin Oksidasyona Kars1 Aktiviteleri

3.4.1. Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Degeri

Lipitler hidroperoksitleri depolanma siireleri boyunca aldehit ve hidrokarbon
olusturmak iizere parcalanmaktadirlar. TBA degerinin artmasi 6zellikle aldehit gibi ikincil
oksidasyon iiriinlerinin varliginin bir gostergesidir. Olusan bu {riinlerin MDA igeriginin
belirlenmesiyle oksidatif bozulmanin siddeti 6grenilmektedir.

Yaglarda oksidatif bozulmanin bir gostergesi olan TBA degerine ait farkli

sicakliklardaki bulgular asagidaki grafiklerde gosterilmektedir.
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Sekil 59. 110°C’ de 24 saat takip edilen numunelerin TBA degeri verileri
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Sekil 60. 110°C’ de 24 saat takip edilen numunelerin TBA degeri artis oranlari

Tereyagi drneklerinde 110°C’ de 24 saat boyunca yapilan TBA degeri takibi sonucu
elde edilen degerler Sekil 59° da verilmistir. Tereyagr ornegindeki MDA igeriginin
bekleme siiresi boyunca stirekli arttigi gozlenmistir. Kontrolle kiyaslandiginda biitiin
ekstraktlarda bekleme siiresi boyunca daha az MDA olustugu gozlenmistir. 24 saat
boyunca en etkili korumayr UKS18 ve UKEI8 ornekleri gostermistir. Ayrica UKS11
numunesi Trolox ve BHT standartlarindan daha iyi antioksidan etki gosterirken UKS15 ve

UKS19 numuneleri de benzer etki gostermistir.
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Sekil 61. 25°C’ de 30 giin takip edilen numunelerin TBA degeri verileri
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Sekil 62. 25°C’ de 30 giin takip edilen numunelerin TBA degeri artis oranlari

Tereyagi orneklerinde 30 giin boyunca 25 ve 4°C’ de yapilan TBA testine ait
bulgular sirasiyla 61. ve 63. sekillerde verilmistir. Her iki sicaklikta da bekleme siiresi
borunca olusan MDA miktar1 artmistir. Fakat 25°C” deki artis 4°C’ dekine oranla daha
fazladir. Bu analiz i¢in 25°C’ deki en iyi korumayr UKE20 numunesi yapmistir. Hatta
UKSI11 ve UKS19 numuneleri bile standart olarak kullanilan BHT ve Trolox’ tan daha iyi
aktivite gostermistir.

TBA analizi sonucu 4 °C’ deki degerlere bakilacak olursa en yiiksek aktiviteyi
gosteren 6rnegin Trolox oldugu anlagilacaktir. UKE15, UKE18 ve UKE20 numunelerinin
degerleri de Trolox’ la benzerlik gostermektedir. Bu sicakliktaki en kotii sonuglar ise

Kontrol ve UKS20 numunelerinden elde edilmistir.

Numuneler

Sekil 63. 4°C’ de 30 giin takip edilen numunelerin TBA degeri verileri
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Sekil 64. 4°C’ de 30 giin takip edilen numunelerin TBA degeri artis oranlari

3.4.2. Serbest Yag Asitleri (FFA)

Lipitlerin hidrolizi sonucu olusan yag asitleri tek baglarina besin kaybina yol
agmasalar bile yag asitlerinin zamanla kokucu bilesiklere doniismesinden dolayi
istenmemektedirler. Depolama sicakligi ve zamana bagli olarak yag asiti olusumunu
gosteren tablolar asagida verilmektedir.

Serbest yag asiti analizi tereyagi numunelerinde 110°C’* de 24 saat, 25 ve 4°C’ de
30 giin boyunca takip edilmistir. Sekil 67’ den de anlasildig1 gibi 25°C’ de olusan serbest
yag asidi miktar1 bekleme siiresi boyunca anlamli bir sekilde artis gostermistir. Bu
sicaklikta FFA olusumuna karsi en iyi korumayr UKS11 ve UKS20 numuneleri yapmustir.
4°C’ deki serbest yag asiti olusumu genel olarak beklendigi gibi bekleme siiresi boyunca
artig gostermistir (Sekil 69). Bekleme siiresi boyunca 25°C’ de olusan serbest yag asiti
miktarinin 4°C’ de olusan serbest yag asiti miktarindan daha fazla oldugu tespit edilmistir.
110°C’ de 24 saat boyunca takibi yapilan serbest yag asitlerinin ise beklenenin aksine
bekleme siiresi boyunca azaldigi goriilmiistiir (Sekil 65). Bu azalmaya yiiksek sicaklikta
yanan tereyagi numunesinde meydana gelen karbonizasyon iriiniiniin Sebep oldugu
diigiiniilmektedir. Yanma sonucu olusan aktif karbon benzeri madde serbest yag asitlerini

adsorbe ederek ortamdan uzaklastirdigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 65. 110°C” de 24 saat takip edilen numunelerin FFA degerleri
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Sekil 67. 25°C’ de 30 giin takip edilen numunelerin FFA degerleri
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Sekil 68. 25°C’ de 30 giin takip edilen numunelerin FFA degerlerinin artig orani
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Sekil 69. 4°C” de 30 giin takip edilen numunelerin FFA degerleri
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Sekil 70. 4°C’ de 30 giin takip edilen numunelerin FFA degerlerinin artig orani
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3.4.3. Peroksit Degeri

110°C lik yag banyosuna yerlestirilen yag numunelerinin 24 saat takibi yapilarak
peroksit sayisindaki degisim belirlenmistir.

Tereyag1 orneginde 110°C’ de 24 saat boyunca yapilan PV takibi sonucu elde
edilen degerler Sekil 71’ de verilmistir. Tereyagi Ornegindeki peroksit olusumunun
bekleme siiresince arttigr gozlenmistir. UKE18 VE UKE19 numuneleri hari¢ biitiin
numuneler kontrole gore daha iyi koruma aktivitesi gostermistir. 24 saat boyunca en etkili
korumay1 UKS18 6rnegi gostermistir. Ayrica UKS15 ve UKE20 numuneleri de Trolox ve

BHT standartlariyla benzer aktivite gdstermislerdir.
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Sekil 71. 110°C’ de 24 saat takip edilen numunelerin PV verileri
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Sekil 72. 110°C’ de 24 saat takip edilen numunelerin PV verilerinin artig oranlari



4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada tereyaginda oksidasyonu ve acilasmayi1 durdurmak veya yavaslatmak
adia ¢esitli bitki ekstraktlar1 kullanilmigtir. Secilen bitkilerin tereyagmin kokusunda,
renginde ve tadinda degisiklik yapmamasi 6zellikle hedeflenmistir.

Belirlenen 22 bitki numunesinin in vitro antioksidan aktivitelerinin tespiti amaciyla
DPPH, FRAP ve Folin antioksidan aktivite testleri uygulanmaistir.

DPPH testi ile antioksidan aktiviteleri belirlenen UKS11, UKS15, UKS18, UKS19,
UKS20 ve UKE18 numuneleri C vitaminininden ¢ok yiiksek aktivite gosterirken Trolox ile
benzer aktivite gostermislerdir. UKE15, UKE19 ve UKE20 numuneleri ise C vitamininden
yiiksek aktiviteye sahipken Trolox’ tan daha diisiik aktivite gostermislerdir.

Demir  (II) indirgeme/antioksidan  kuvvetleri belirlenen numuneler
karsilastinlldiginda UKS11, UKS15, UKS18, UKS19, UKS20, UKE3, UKE4, UKEII ve
UKE18 numunelerinin ¢ok daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklar
belirlenmistir.

Biitiin numunelerde toplam fenolik madde miktarlarina bakildiginda UKS11,
UKS15, UKS18, UKS19, UKS20, UKE3, UKE4, UKE1l ve UKE18 numunelerinin
yiiksek fenolik icerige sahip oldugu belirlenmistir.

Yapilan ii¢ antioksidan aktivite belirleme yontemi de birbiriyle uyumlu sonug¢ vermis
olup FRAP ve Folin antioksidan aktivite belirleme testlerinin korelasyonlarmin ¢ok daha
yiiksek (sulu ekstraktlar i¢in R?= 0,8548, su ile doyurulmus etil asetatl1 ekstraktlar icin R?=
0,8133) oldugu tespit edilmistir.

Antioksidan aktiviteleri belirlenen biitlin numunelere duyusal ve gorsel analizler
yapilmustir. Yapilan bu analizler sonucunda hem yiiksek antioksidan aktivite gosteren hem
de olumlu duyusal sonu¢ veren UKS11, UKSI15, UKSI18, UKS19, UKS20, UKEI1S,
UKE18, UKE19 ve UKE20 numuneleri tereyaginda oksidasyonu oOnlemek amaciyla
kullanilmak tizere secilmistir.

Tereyaginin bozunmasini ve oksidasyonun derecesini belirlemek adina TBA, PV ve
FFA testleri tercih edilmistir. Oksidasyonu onlemek adina secilen bitki ekstraktlari ve
standartlarin konsantrasyonlar1 200 ppm olacak sekilde tereyagina ilave edilmistir. Benzer
sekilde literatiirde de bitki ekstraktlariyla yaglarin bozulmasini dnlemek amaciyla yapilmis

cesitli calismalar bulunmaktadir. Bu calismalardan birinde 200, 300, 400, 500 ve 1250
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mg/kg konsantrasyonlarindaki alkolik biberiye ekstraktlart 60 ve 110 °C de tereyagina
eklenmis, tereyaginda tiyobarbitiirik asit reaktif madde ve peroksit olusumu takip
edilmistir. Alkolik biberiye ckstrakti en iyi korumayr 400 mg/kg konsantrasyonda
gostermis  olup tereyaginda oksidasyonu oOnlemek amaciyla kullanilabilecegi
vurgulanmistir (Renata vd., 2014). Ayrica yesil ¢ay ekstrakti da lipid iceren gidalarda lipid
oksidasyonunu geciktirmek ve cesitli gida iriinlerinin raf dmriinii artirmak i¢in dogal gida
katk1 maddesi olarak siklikla kullanilmaktadir (Senanayake, 2013).

Malondialdehit (MDA) miktarnin belirlenmesiyle oksidatif bozunmanin siddetinin
tespit edildigi TBA testinde 110°C’ de bekleme siiresi boyunca en iyi korumay1 UKS18 ve
UKE18 numuneleri yapmistir. 25°C’ de yapilan TBA analizinde en iyi korumay1r UKSI11,
UKS19 ve UKE20 yaparken 4°C’ de en iyi korumay1 Trolox, UKE15, UKE18 ve UKE20
numuneleri yapmistir.

Lipitlerin hidrolizi sonucu olusan serbest yag asitlerine karsi en iyi korumay1 25°C’
de UKS11 ve UKS20 yaparken 4°C’ de en iyi korumay1 UKS11 ve BHT yapmustir. 110°C’
de takibi yapilan serbest yag asitlerinin ise bekleme siiresi boyunca azaldigi gozlenmistir.

Tereyaginda meydana gelen oksidatif bozunmayi belirlemek adina ayrica 110°C’ de
24 saat boyunca PV takibi yapilmistir. Biitlin tereyagr numunelerinde bekleme siiresi
boyunca peroksit olusumunun arttigi tespit edilmis olup en iyi korumanin UKSI18
numunesi tarafindan yapildig1 gézlenmistir.

Tereyaginda oksidasyonu belirlemek amaciyla yapilan biitiin analizlerde bekleme
stiresi ve sicaklik artistyla oksidasyonun arttigi tespit edilmistir. Bu sonucun literatiir
bilgisiyle de uyumlu oldugu belirlenmistir.

Yapilan biitiin analizler birbiriyle uyumlu sonuglar vermis olup bu analizlerin
1s1ginda UKS15, UKSI18, UKS20 ve UKE20 numuneleri basta olmak iizere bircok
numunenin tereyaginda oksidasyonu Onlemek amaciyla dogal antioksidan olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Yiiksek aktiviteye sahip ekstraktlarin endiistriyel
kullanilabilirligi konusunda c¢alismamizi destekleyen ‘Kahvalti Diinyasi’ firmasiyla
arastirma ve gelistirme ¢alismalarina devam edilecektir.

Yapilan bu c¢alismalarin olumlu sonu¢ vermesi gelecekte gidalarda oksidasyonu
onlemek adina yapay antioksidanlarin kullanimi yerine dogal antioksidanlarin kullanimin

tesvik eden ve saglik agisindan timit veren bir durumdur.
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lisansiistii 6grenci olarak Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimiinde
biyokimya laboratuvarinda kismi zamanli olarak arastirma gorevlisi statiisiinde gorev

yapt1. Yabanci dili Ingilizce’ dir ve halen egitimine devam etmektedir.
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