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Bu c¢alismada sar1 halile tiiriinin antioksidan kapasitesinin  belirlenmesi
amaclanmistir. Combretaceae familyasina ait olan sar1 halilenin (Terminalia citrina roxb. ex.
fleming) meyvelerinin liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri
degerlendirildi. Sar1 halilenin antioksidan aktivitelerini arastirmak igin 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil serbest radikal (DPPH") giderme aktivitesi, 2,2 -azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-
stilfonik asit) radikal (ABTS™) giderme aktivitesi, CUPRAC metodu ile kuprik iyonlar1
(Cu*?) indirgeme kapasitesi, FRAP metoduna gére Fe*® indirgeme kapasitesi, potasyum
ferriksiyanat indirgeme metodu ile Fe*3-Fe*? indirgeme kapasitesi, N,N-dimetil-p-
fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme aktivitesi, bipiridil metal selatlama aktivitesi,
total fenolik bilesik miktar tayini, total flavonoid miktar1 tayini, ferrik tiyosiyanat
metoduna gore total antioksidan aktivite yontemleri kullanildi. BHA, BHT, a-tokoferol ve
Troloks referans antioksidan olarak kullanildi. Calismada kullanilan yontemlerde sari

halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinin genel olarak iyi bir antioksidan
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aktivitesi gosterdigi belirlendi. Radikal giderme aktivitelerinde, standart antioksidanlardan
Troloks antioksidanina yakin degerler gosterdi ancak ABTS™ metodunda Troloks
standardindan daha iyi sonug verdigi belirlendi. Indirgeme kapasitesi metotlarina bakildig
zaman BHA standardi gibi davrandigi ve diger standartlardan daha iyi indirgeme
kapasitesine sahip oldugu gozlemlendi. Ayrica selatlama aktivitesi degerlendirildigi zaman
a-tokoferol ve Troloks standartlarindan daha yiiksek oldugu belirlendi. Sar1 halilenin su ve
alkol ekstrelerinin lipit peroksidasyonu inhibe etme yiizdeleri sirasiyla 89.93-93.76 olarak
bulundu. Ayrica sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve etil alkol ekstrelerinin LC-HRMS
(Sivi Kromatografisi Yiiksek Coziintirliklii Kiitle Spektrometresi) cihazi kullanilarak
fenolik icerigide belirlendi. Sar1 halilenin su ekstresinde syringic asit, alkol ekstresinde ise
ellagic asit miktar1 diger asitlere gore fazla oranda bulundu. Sari halilenin antioksidan

kapasiteli bir meyve oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, fenolik bilesikler, radikal giderme, metal
selatlama, LC-HRMS
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DETERMINATION OF ANTIOXiDANT CAPACITIES and PHENOLIC
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2021, 71 pages

This study was aimed to determine the antioxidant capacity of Terminalia citrina roxb.
ex. fleming. The antioxidant activities of lyophilized water and alcohol extracts of the fruits
of Terminalia citrina roxb. ex. fleming belonging to the Combretaceae family were evaluated.
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl free radical (DPPH') scavenging activity, 2,2"-azino-bis
(3ethylbenzthioazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS™) removal to investigate the
antioxidant activities of Terminalia citrina roxb. ex. fleming activity, reduction capacity of
cupric ions (Cu*?) by CUPRAC method, Fe™ reduction capacity according to FRAP
method, Fe**-Fe*? reduction capacity with potassium ferricyanate reduction method, N, N-

dimethyl-p-phenylenediamine radical (DMPD™) removal activity, bipyridyl metal
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chelating activity, total phenolic compound assay, total flavonoid determination, total
antioxidant activity methods according to the ferric thiocyanate method were used. BHA,
BHT, a-tocopherol and trolox were used as reference antioxidants. The methods used in
this study, it was determined that the lyophilized water and alcohol extracts of Terminalia
citrina roxb. ex. fleming generally showed a good antioxidant activity. In radical scavenging
activities, it showed values close to the standard antioxidant trolox antioxidant, but it gave
better results than the trolox standard in the ABTS™* method. When looking at the
reduction capacity methods, it has been observed that it behaves like the BHA standard and
has a better reduction capacity than other standards. In addition, when the chelating
activity was evaluated, it was determined that it was higher than the a-tocopherol and
trolox standards. The percentage of inhibition of lipid peroxidation of water and alcohol
extracts of Terminalia citrina roxb. ex. fleming was 89.93-93.76 respectively. In addition, the
phenolic content of the lyophilized water and ethyl alcohol extracts of Terminalia citrina
roxb. ex. fleming was determined using LC-HRMS (Liquid Chromatography High
Resolution Mass Spectrometer) device. The amount of syringic acid in the water extract of
the Terminalia citrina roxb. ex. fleming and ellagic acid in the alcohol extract were found to
be higher than the other acids. It was determined that the Terminalia citrina roxb. ex. fleming
is a fruit with antioxidant capacity.

Keywords: Antioxidant activity, phenolic compounds, radical scavenging, metal chelating,
LC-HRMS
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1. GIRIS

1.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

1.1.1. Serbest Radikaller ve Etkileri

Ortaklanmamis elektrona sahip, kararsiz yapida bulunan ve kendilerini kararl bir
yaptya getirmek amaciyla etrafinda bulunan atom ve molekiillere saldirip kisa siirede

tepkimeye giren molekiillere serbest radikal molekiilleri ad1 verilir (Gokpinar vd., 2006).

Serbest radikaller ¢cok aktif molekiillerdir. Serbest radikaller bu 6zellikleri sayesinde
stirekli bagka molekiillere saldirirlar, bu sekilde diger molekiillere saldirdiklarinda onlarin
elektronlarini alarak diger molekiilleri de kendileri gibi serbest radikal yaparlar. Boylece
serbest radikal zincir reaksiyonu baglayarak hiicrelerin hasar gérmesine neden olurlar.
Serbest radikallerin zararlarindan en ¢ok etkilenenlerden biride hiicre zaridir. Clinkii hiicre
zarindan elektron alarak eslenmeye baslar ve yapisinda bozulmaya sebep olur (Gokpinar
vd., 2006).

Serbest radikaller reaktiflik konusunda farklilik gosterir. Bazilar1 nispeten kararlidir,
ancak biyolojik ilginin ¢ogu serbest radikali asir1 reaktif ve kararsiz olma egilimindedir;
sonug olarak, ¢ok kisa bir dmre sahiptirler (bir saniyenin fraksiyonlari ile dlgiiliir). Oksijen

radikallerinin en reaktifi hidroksildir (Pryor, 1986).

Serbest radikaller negatif, pozitif veya sifir yiikleri olabilir. Eslesmemis elektronlar
radikallerin kimyasal olarak oldukga reaktif olmasina neden olur. Hidroksil ve alkoksil
serbest radikalleri ¢ok reaktiftir ve yakindaki hiicrelerdeki molekiillere hizla saldirir ve
muhtemelen bunlarin neden oldugu hasar kaginilmazdir. Ote yandan, siiperoksit anyon,

lipid hidroperoksitler ve nitrik oksit daha az reaktiftir (Ames vd., 1993).

Serbest radikaller hiicre i¢in ¢ok onemli yeri olan protein, lipit ve karbonhidratlar
gibi organik bilesiklere etkilerini gostererek zarar verirler. Viicuda fayda saglayan
enzimleri oksidatif hasara ugratir. Bu sebeplerden dolay1 insanlarda astim, diyabet,

parkinson ve tansiyon gibi ¢ok fazla sayida hastaliga neden olmaktadir (Mates ve Sanchez-

Jimenez, 2000).



Bir molekiilde birden fazla radikal merkez bulunabilmektedir. Bu molekiiller, iki
radikal merkez igeren diradikaller olarak adlandirilir. Atmosferik oksijenin yiiksek
reaktivitesi diradikal durumundan kaynaklanmaktadir. Radikal olmayan dioksijen
durumlari, aslinda daha az kararlidir. Serbest radikaller, graniilositler ve makrofajlar gibi
fagositik hiicreler tarafindan bakterilerin hiicre i¢inde 6ldiiriilmesi gibi bazilar1 yasam igin
gerekli olan bir dizi biyolojik siirecte dnemli bir rol oynar. Bazi aragtirmacilar, belirli hiicre

sinyalleme stireglerinde serbest radikalleri de dahil etmislerdir (Pacher vd., 2007).

Oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bir denge vardir. Bu dengenin korunmasi,
hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda ve normal fonksiyonlarini yerine

getirmelerinde biiylik etkiye sahiptir (Serafani ve Del Rio, 2004).

Oksijen, canlilarin hayatlarinda ¢ok onemli bir yere sahiptir. Solunum olaymnin
tamamlanmasinda viicudun sahip oldugu oksijenin biiyiikk bir kismini kullanmastyla
gerceklesir. Geriye kalan kisimdan oksijen gerektiren tepkimelerde yararlanilir (Bulkley,
1983).Serbest radikal olusumunda oksijen molekiilii ¢ok bilyiik etkiye sahiptir. Oksijen
molekiiliiniin dogas1 geregi bircok serbest radikal ile basit bir sekilde reaksiyona
girebilirler. Genellikle serbest radikallerden elektron alarak tepkime gergeklestirirler

(Cheeseman ve Slater, 1993).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) oksijenin metabolizmada normal kullanilmasi sirasinda
meydana gelebilir (Giil¢in, 2010). Oksijen molekiilii su {retimi igin dort elektrona
gereksinim duymaktadir. Su tiretimi i¢in oksijenin %98’1 kullanilirken geriye kalan kiigiik
kisimdan ise ara lrlinler (reaktif oksijenler) olusur. Hidroksil radikali, stiperoksit radikali
ve hidrojen peroksit olusan reaktif oksijen tiirleridir (Davies, 1995; Oztiirk Sarikaya,
2009).

ROS, siiperoksit anyon radikali (O27), hidroksil (OH-) radikalidir. Serbest radikal
olmayan ROS olan hidrojen peroksit (H.0>), singlet oksijen (*02), hipoklorik asit (HOCI),
ozon (O3) ve peroksinitrit (ONOO") gibi tiirlerini kapsamaktadir (Halliwell ve Gutteridge
1999; Giilgin, 2012). Serbest radikal olusumu dis etkenler sebebiylede gerceklesebilir. Dis
etkenlere ornek verilecek olursa bunlar: sigara ve nargile gibi tiitiin iiriinleri tiiketimi, alkol

tiiketimi, sagliksiz beslenme, ¢evre kirliligi ve radyasyon gibi bircok sebebten meydana

gelebilir (Gokpinar vd., 2006).



Oksidasyon reaksiyonlar1 bir¢ok gida tiiriiniin bozulmasma neden olurlar. Ornek
verilecek olursa; siit ve siit iiriinlerinin eksimesi, et tiirlerinin bozulmasi ve bitkisel
tirtinlerin kokmasina sebep olur (Davies, 2000). ROS, hiicresel bilesenler tarafindan etkili
bir sekilde atilmazsa, hastalik kosullarina yol acar (Sharma vd., 2005; Ak ve Giilgin., 2008)
Insanlarda goriilen kanser tiirlerinin ¢ok biiyiik bir kismmin gelisme olasiligi, hiicreler ve

dokulardaki serbest radikal reaksiyonlari ile desteklenir (Harman, 1984).

Organizmalarda serbest radikaller farkli yontemler kullanarak olusabilirler. Ciftcilik
islerinde kullanilan ilaclar, sigara, UV 1smlar1 serbest radikal olusum kaynaklarindan
sadece birka¢ tanesidir. Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynakli 2 farkli yolla
meydana gelebilirler (Alhan ve San, 2002).

Cizelge 1.1. Endojen ve ekzojen kaynakli serbest radikaller (Annakkaya, 2012).

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondrial ETS Diyet faktorleri
Redoks reaksiyonlari Sigara dumani
Oksidatif reaksiyonlar Zararl 1g1nlar
Otooksidasyon reaksiyonlari flaglar

Arasidonik asit metabolizmasi Organik coziictiler
Bazi enzimler Pestisitler

ROS, normal fizyolojik olaylar sirasinda siirekli olarak {retilir ve membran
lipidlerinin peroksidasyonunu kolayca baslatarak lipid peroksitlerin birikmesine yol
acabilir. ROS, oksidatif hasara neden olurlar. Ayn1 zamanda serbest radikaller lipitler,
protein ve niikleik asitlere ciddi anlamda zarar verebilirler. Serbest radikaller viicutta
kanser, kalp hastaligi, diyabet, mide iilseri gibi 100’den fazla hastaligin basrollerindedir
(Giilgin, 2007; Giilgin, 2010). ROS’nin, hastaliklarin metabolizmay1 etkilerindeki giiciin
artisina sebep olduklarimi gosteren ¢ok fazla belge ve arastirma vardir. Antioksidan
sistemler zararli sistemlerin gii¢clerini sondiirme yetenegini kullanarak insan sagligi i¢in

biiyiik bir oneme sahiptir (Cao ve Prior, 2002).



Reaktif oksijen tiirleri hiicresel bilesenler tarafindan etkin bir sekilde temizlenmezse,
serbest radikal zincir reaksiyonlarini uyarip lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi
hiicresel biyomolekiillere hasarda bulunup, sonunda hastalik kosullarina yol acabilirler

(Giilgin, 2012).

Lipitlere, proteinlere ve niikleik asitlere ¢esitli hasarlar veren ve bu hasarlar sonucu
hastaliklara sebep olan pro-oksidan zehirli bir maddedir. Pro-oksidanlar ROS’ni ve
RNS’nden olusurlar. Bu yiizden pro-oksidanlarin yapilan aragtirmalar ve bulgular
sonucunda hastaliklara neden oldugu bildirilmektedir. Fakat viicudun antioksidan savunma
sisteminin bu zararlhilara karsi korumasiyla ne kadar onemli bir yere sahip oldugu

goriilmektedir (Prior ve Cao, 2001).

Gidalarin depolama ve pisirilme zamanlarinda kullanilan antioksidan degeri ytliksek
baharatlar gidalardaki tat ve doku bozulmalarina 6nemli derecede gerilettigi, ¢ok eski
zamandan giiniimiize kadar bilinmektedir (Halliwell, 2002). Serbest radikaller insanlarda
goriilen kanserin baslangi¢ evresinden daha ileri safhalara katetmesine etki ederek zararin
biiyiimesine neden olurlar. Ancak antikarsinojen etkiye sahip antioksidanlarin bu zarara zit

yonde etki gostererek engellemeye ¢alistig1 bilinmektedir (Landvik vd., 2002).

Serbes radikallerin hiicre ve dokularda hangi zararlara neden olduklar1 su sekilde
siralanabilir (Kehre ve Smith, 1994; Halliwel ve Gutteridge, 1999).

» Mutasyon sonucu DNA tahribi

Niikleotit yapilt koenzimlerin tahribi

Protein yapilarinda tahrip olusumu

Steroid ve yas pigmenti adi verilen maddelerin birikimi

Membran proteinlerin yikimi1 ve membran transport sisteminin tahribi

vV V V V V

Mukopolisakkaritlerin tahribi

Serbest radikallerin gereginden fazla birikimi viicudumuz i¢in tehlike arz eder. Fakat
viicudun normal gorevlerini yerine getirebilmesi i¢inde ihtiya¢ duyulur (Temur, 2006).

Serbest radikaller 3 farkli olayla meydana gelebilir.
1) elektron transferi ile
2) homolitik pargalanma ile

3) heterolitik pargalanma ile radikal olusur (Cheeseman ve Slater, 1993).



Elektron transferi sonucu meydana gelen radikal olusumu: A+e —5 A
Homolitik parcalanma sonucu meydana gelen radikal olusumu: C:D — C+D
Heterolitik pargalanma sonucu meydana gelen radikal olusumu: C:D — C+D*

Serbest radikal molekiilleri i¢in oksijen molekiilii 6nemli bir yere sahiptir. Oksijenin
molekiiliiniin 2 elektronu eslesmedigi i¢in di-radikal olarak da adlandirilabilir. Oksijen
molekiiliiniin di-radikal 6zelliginden dolay1 diger serbest radikallerle hizli ve kolay bir
sekilde reaksiyona girebilirler (Cheeseman ve Slater, 1993).

e e ¢ ¢
0, L_, 0, _\;_> H,0, A—» OH: _\L> H,0
Oksijen Stiperoksit Hidrojenperoksit Hidroksil radikali Su

Sekil 1.1. Molekiiler oksijenden ara iiriinler olusmas1 (Oztiirk Sarikaya, 2009).

Siiperoksit radikali dis etkenler ve bazi reaksiyonlar sonucunda en fazla ve en basit
meydana gelen oksijen kaynakli radikaldir (Halliwel, 1989). Siiperoksit radikali seri bir
sekilde dismutaz enzimi ile hidrojen peroksite (H202) doniistiiriildiigli i¢in oksidatif zarara

neden olmalar1 ¢cok nadir gériiliir (Oztiirk Sarikaya, 2009).
Ox+e —» Oy

Hidroksil radikali (OH") fazla reaktif bir molekiildiir ve diger molekiillere saldirarak
hasar gérmelerine neden olurlar (Giilgin, 2012). Hidroksil radikali Fenton reaksiyonu ve
Haber-Weiss reaksiyonu sonucu meydana gelir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Malo
Wilson, 2000).

Fenton reaksiyonlart:

Fe?* yada Cu*
H202 + Oz~ » OH+OH: + 02
Haber-Weiss reaksiyonu:
H202+ O2~ » OH +0;+H0




Singlet oksijen bir radikal degildir, ROS’nden biridir ve ultraviyole 1sinlamanin
neden oldugu cilt hasarindan ve sitotoksik anti-kanser etkisinden sorumludur. Fotodinamik
tedavi ve ciltte yaslanma sirasinda timor hiicrelerinde sitotoksik bir zamana neden olur.
Onemli gorevleri olmasina karsin, singlet oksijenin biyolojik faaliyetleri tam anlamiyla

belirlenememistir (Homma vd., 2019; Giilgin, 2020).

UV 1s1gmin etkisi sonucu farkli ROS meydana gelerek miktarlarinin artmasinda
biliyiik bir etkiye sahiptirler. UV 1s18min etkisi sonucu olusan ROS’nin en Onemlisi

hidrojen peroksittir (Pourzand vd., 1999).

Serbest radikallerin bir diger etkili olduklar1 yer de lipidlerdir (De Zwart vd., 1999).
Lipidlerdeki zararlarma da lipid peroksidasyonu ismi verilmistir (Oztiirk Sarikaya, 2009).
Serbest radikaller lipidlere saldirdigi zaman bir hidrojen atomunu ayirirlar ve hidrojen
atomu ayrilan zincirde radikal ozellik kazanir. Bu o6zelligi kazanan yag asitleri ¢ok

zararlidir. Membran yapisma ve hiicre bilesenlerine zarar verir (Han, 2012; Oztiirk

Sarikaya, 2009).

Lipid peroksidasyonu, depolama ve isleme sirasinda gidalarda énemli bir bozulma
reaksiyonudur. Sadece gida kalitesinde bir kayba neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
karsinogenez, mutajenez, yaslanma ve arteriyoskleroz gibi bazi hastaliklarla iligkili

olduguna inanilmaktadir (Yagi, 1987; Giil¢in vd., 2004b).
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Sekil 1.2. Lipid peroksidasyonu mekanizmasi (Murray vd., 1996)



1.1.2. Antioksidanlar

Viicudumuzda serbest radikallerin birikimi hiicrelerde zararlara neden olur (Temur,
2006). Serbest radikalleri notralize ederek onlarin bu zararlarini engelleyen sistemlere

antioksidan adi verilir (Prior ve Cao, 2000).

Serbest radikallerle antioksidanlar birbirleri ile denge igerisindedirler. Bu denge
bozulur ve serbest radikallerin viicutta ki birikimi artarsa, antioksidan sistemi hiicreleri
koruyamaz bunun sonucunda, lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres gibi zararlara neden
olur (Giilgin vd., 2003). Antioksidanlarin serbest radikallere kars1 aktiviteleri sicakliga, 151k
diizeyine ve substrat ¢esidine gore farkliliklar gosterir (Giilgin, 2020).

Antioksidanlar  farkli yontemler kullanarak serbest radikallerin  zararlarini
geciktirirler (Giilgin, 2012). Antioksidanlarin bu 6nemli 6zellikleri sayesinde gidalarin
bozulmasini1 Onleyerek raf Omriinii uzatirlar (Giil¢in, 2010). Gidalarda ki antioksidan
ozellikler agiklanirken iki terim kullanilir. Antioksidanla serbest radikalin reaksiyon sabiti
oranina “antioksidan aktivite” denilir. Antioksidan temizleme miktarinin Olcilisiine de
“antioksidan kapasite” olarak adlandirilmistir (Giilgin, 2012). Yapilan son g¢aligmalara
dayanarak diisiilk konsantrasyona sahip antioksidanlar bile, substrat oksidasyonunu

durdurabilme yetenegine sahiptir (Giilgin, 2020).

Antioksidanlar, organik veya inorganik bilesiklerdir. Birincil ve ikincil
antioksidanlar olarak kategorize edilirler. Bu siniflandirma, antioksidanlarin etki
mekanizmasima dayanmaktadir. Ornegin, birincil antioksidanlar, bir H-atomu bagislayarak
(HAT) veya tek bir elektron transfer (SET) mekanizmasi ile serbest radikalleri notralize
eder. Bu antioksidanlar ¢ok etkilidir ve ¢ok sayida serbest radikali notralize etmek igin

normalde ¢ok sinirlt miktarda gereklidir (Zeb, 2020).

Bu antioksidanlarin yiiksek katalitik o6zellikleri, dogadaki c¢esitliliklerinin ana
nedenlerinden biridir. Fenolik antioksidanlar bu kategoriye girer. Bu antioksidanlar
kolaylikla yenilenir. Ikincil antioksidanlar, prooksidan Kkatalizdrlerin ndtralizasyon
mekanizmast ile karakterize edilmistir. Ornekler, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve

sitrik asit (CA) gibi pro-oksidan metal iyonlarinin (6rn., Fe ve Cu) selatorlerini igerir. B-



karoten gibi ikincil antioksidan, singlet oksijen gibi reaktif tiirleri notralize edebilir. Bu
antioksidanlar genellikle bir serbest radikali sondiirmektedir (Zeb, 2020).

Tim aerobik organizmalar, hasarli molekiilleri uzaklastirmak ve onarmak icin
antioksidan enzimler ve antioksidan gida bilesenleri dahil olmak iizere antioksidan
savunmalara sahip olmustur. Antioksidan bilesikler, isleme veya depolama sirasinda gida
ve farmasotik {irtinlerin bozulmasinin baslica nedenlerinden biri olan lipit peroksidasyon
stirecini geciktirerek serbest radikalleri temizleyebilir ve raf Omriinii uzatabilir. Gida

endiistrisinde raf dmrii 6nemli bir dlgiittiir. (Kalpana vd., 2005).

Antioksidan savunma mekanizmas1 canlilarda ikiye ayrilir. Metabolizmada
sentezlenen (endojen) ve disaridan diyetle alinan (ekzojen) antioksidan mekanizmasidir
(Giilgin, 2007). Cizelge 1.2°de antioksidanlarin endojen ve ekzojen olarak siniflandirilmasi

verilmistir.

Cizelge 1.2. Antioksidanlarin endojen ve ekzojen olarak siniflandirilmasi (Annakkaya,

2012).
Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar Eksojen antioksidanlar
Enzimler Kii¢iik molekiiller Sentetik Dogal
Katalaz Glutatyon BHA Tokoferoller
Peroksidaz Melatonin BHT Karotenler
Stiperoksit dismutaz Serotonin TBHQ Fenoller
Glutatyon peroksidaz Adrenalin Etoksikuin Flavonitler
Glutatyon rediiktaz Noradrenalin Trolox C vitamini

Hiicre igerisinde etkisini gosteren antioksidanlar enzimatik, etkisini hiicre disinda
gosterenler ise enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ifade edilebilir (Temur, 2006).
Gida maddelerinin genelinde az miktarda da olsa antioksidan igerir. E vitamini yoniinden
zengin gida kaynaklari ve bitkisel yaglarin konsantrasyonlar1 daha fazladir. Bu

antioksidanlar igerisinde en dikkat c¢ekeni o-tokoferol'diir. a- tokoferoller yagda
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¢oziinebilirler ve lipid peroksidasyonu seviyesini diisiirerek serbest radikallerin zararlarina

kars1 etki gosterirler (Topal, 2014).

Endojen kaynakli enzimler olarak katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GSH-PX) gosterilebilir. Bu enzimlerin
her birinin farkli reaksiyonlar1 vardir. Ornegin; katalaz (CAT) hidrojen peroksidi suya
indirger, stiperoksit dismutaz siiper oksit anyonunu hidrojen peroksite g¢evirir, glutatyon
peroksidaz organik peroksitleri temizler (Arosio vd., 2000). Glutatyon rediiktaz
yiikseltgenmis glutatyon formunu indirgenmis glutatyon formuna dondiiren enzimdir
(Goulart vd., 2005). Peroksidazlarda katalizleme gorevi goriirler, organik ve inorganik
bilesiklerle H20 bilesiginin baslattig1 reaksiyonu katalizlerler (Giilgin, 2002; Koksal,
2007).

Asagida endojen kaynakli enzimlerin baglattig1 reaksiyonlar gosterilmistir:

2077+ 2H" =25 H,0,+ O,
2GSH + H 0, -S8HPX . GSSG + 2H,0
2H,0, —CAT . 2H,0+0;
GSSG + NADPH + H* —SR__, 2GSH + NADP*

H202 +AH2 Peroksidaz 2H20 + A

Antioksidanlar endojen kaynakli oldugu gibi disaridan diyetle de alinabilirler
(Halliwell, 1991). Disaridan diyetle alinan antioksidanlar da kendi igerisinde sentetik ve
dogal olarak iki gruba ayrilirlar. Gida endiistrisinde dogal antioksidanlar ¢ok pahali
olduklar1 i¢in, sentetik antioksidanlara ilgi artmistir (Haigh, 1986). Giinliimiizde
antioksidan aktivitesi yiiksek olan sentetik antioksidanlar dogal antioksidanlara kars1 tercih
edilse de, insan viicuduna zararli etkilerinden dolay1r kullanimlar1 Onemli derece
kisitlanmigstir. Bu sebeplerden dolayr gida sanayisinde dogal antioksidanlara ( C vitamini,

a- tokoferol, flavonoid) yonelim artmistir (Giilgin, 2020).

Sentetik antioksidanlar icerisinde biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), propilgallat (PG) ve tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ)

antioksidanlar1 yer alir (Gilil¢in, 2012). Bu antioksidanlar dogal antioksidanlara gore
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ucuzdurlar ve daha yliksek antioksidan aktiviteye sahiptirler (Giilgin, 2011). Ancak bu
sentetik antioksidanlarin son yillarda toksik zararlarindan ve insan sagligini olumsuz
etkilemesinden dolayr gida endiistrisinde kullanimlar1 kritik diizeyde sinirlandirilmistir

(Giilgin, 2012).

H H H 0
(CHy), (HEC)C C(CHy)s (CHy; o
HO
CHg OH OH

OCH,

BHA BHT TBHQ PG

Sekil 1.3. Baz1 sentetik antioksidanlarin kimyasal yapilari

Sentetik antioksidanlar arasindan TBHQ, bitkisel kaynakli iiretilen yaglarda
kullanilmas: tercih edilir. Diger sentetik antioksidanlardan BHA ve BHT, yiiksek 1silara
kars1 dayanikli olduklart i¢in kizartma islemi yapilan yaglarda tercih edilir (Sherwin, 1972;
Omura, 1995).

Disaridan alinan en 6nemli antioksidan temsilcileri olarakta; tokoferoller, C vitamini,
flavonitler, karatonler ve fenoller olarak sdylenebilir. Dogal antioksidanlar farkl
bilesiklerden olusurken, C vitamini bu konuda digerlerinden ayrilir. Buna Ornek
gosterilirse; diinya lizerinde 600’den fazla karotenoid tespit edilmistir ancak insan

gidasinda 50 tanesi kullanilabilir (Stahl vd., 2002; Giilgin, 2012).

Sekil 1.4. C vitamininin (askorbik asit) kimyasal yapisi
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C vitamini insan metabolizmasi tarafindan liretilemeyen bunun yiiziinden diyetle
alinmasi gereken bir antioksidandir. C vitamini a- tokoferoller gibi yagda degilde suda

¢Oziinen bir antioksidandir. Serbest radikallerin hasarlarina kars1 giderici etkiye sahiptir.

Ayrica lipid peroksidasyonunun baslamasina engel olarak hiicreleri zararlara karsi
korurlar (Gokpimnar vd., 2006). C vitamini bitkilerde fazla miktarlarda bulunan suda
¢oziinebilme yetenegine sahip olan vitamin ¢esitidir. C vitamini yeteri kadar tiikketilmedigi
zaman iskorbiit ismi ile taninan 6liime sebebiyet veren hastaliga neden olabilir (Padayatty
vd., 2002). C vitamini ROS’ni temizlemeye yardimci olan bir molekiildiir. Bu molekiiliin
metabolizmaya alinan miktar arttirildigi zaman ROS’nin hasarlarini azaltmada 6nemli role
sahip oldugu sdylenmektedir. C vitamininin hastaliklara kars1 savunma olusturmasindaki

baglant1 gdzlemsel ve miidahale testleri ile belirlenir (Enstrom, 2001).

Askorbik asidinin hastaliklarin 6nlenmesindeki roliiniin, biyolojik sistemlerdeki
serbest radikalleri siipiirme kabiliyetinden kaynaklandigina inanilmaktadir. Kontrolsiiz
hiicre ¢cogalmasina bagli olan kanser, DNA ve hiicreye oksidatif ve serbest radikal hasari
ile baslayabilir. Askorbik asit, etkili bir antioksidan gérevi gorebileceginden, bu tiir hasari

yavaglatabilir veya onleyebilmektedir (Block, 1993).

C vitamini dogal antioksidanlarin en giicliisiidiir. Ayrica en az zararl etkiye sahip
dogal antioksidandir. Askorbik asit meyve ve sebzelerde oldukca bol miktarda bulunur
(Giilgin, 2012). Askorbik asit ROS’ni temizlemede Onemli bir etkiye sahip oldugu
belirtilmektedir. Meyvelerde ¢ok fazla miktarlarda askorbik asit bulunmaktadir. Kiraz,
kivi, kavun, domates, brokoli gibi sebze ve meyveler askorbik asit kaynagi olarak

gosterilmektedir (Bursal ve Giilgin, 2011).

Metabolizmada ki dogal aktiviteler sonucu ROS olusabilmektedir. Serbest
radikallerin timoriin  baglama evresi veya ileri evrelerinde etki gosterdikleri
bildirilmektedir. Bunun yiiziinden antioksidan 6zelliklere sahip diyetlerin kullanimi ¢ok
bliylik 6nem arz etmektedir. Bu sayede viicuda alinan C vitamini serbest radikallerin

meydana getirdigi olumsuz sonuglar1 iyilestirme etkisine sahip oldugu belirlenmistir
(Enstrom, 2001).

12



Tokoferoller insan metabolizmas: tarafindan sentezlenemedigi i¢in disaridan
alinmas1 gereken dogal antioksidanlardan biridir. Tokoferoller “E vitamini” olarakta
adlandirilan bilesiklerdir. Yagl gidalar, yumurta saris1 ve yesil yaprakli bitkiler gibi ¢ok
farkl1 gidalarda tokoferol ( E vitamini) bulunur (Giilgin, 2020). Bu bilesikler tokoferol
tokotrienol olarak iki simifa ayrilirlar. Her bir simnif 4 izomere (a-, -, y- ve 6-) sahiptir.

Bununla birlikte 8 izomer olusur (Giilgin, 2012).

R4 Rs R7 Rs
a-Tokoferol H CHs CHs CHs
B- Tokoferol H CHs H CHj3
v- Tokoferol H H CHs CHs
6- Tokoferol H H H CH3

R,= { X X X ],
a-Tokotrienol H CH3 CH3 CH3
B-Tokotrienol H CHs H CHjs
v- Tokotrienol H H CHs CHjs
8- Tokotrienol H H H CH3

Sekil 1.5. Tokoferoller ve tokotrienollerin kimyasal yapilar1 (Topal, 2014)

Tokoferoller icerisinde dogada bol miktarda bulunan ve serbest radikallere karsi en
yiiksek antioksidan etkiye sahip olan a-tokoferoldiir (Temur, 2006). Tokoferol tiirleri
singlet oksijeni farkli kapasitelerde giderirler. Alfa > beta > gamma > delta seklinde

giderme kapasitesine sahiptirler (Gokpinar vd., 2006). a-tokoferol onemli antioksidan

13



Ozelliklere sahip olmasinin yani sira bazi dezavantajlar1 da vardir. En Onemli
dezavantajlarindan birisi, laboratuvar da yapilan deneylerdeki tamponlu reaksiyonlarda

giicliiklere neden olmasidir (Gtilgin, 2020).

Diger bir antioksidan kaynagi olarak flavonoidler gosterilir. Bitkilerde yiiksek
oranlarda bulunan ve insan metabolizmasinda olumlu etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Carlo, 1999). Flavonoidler birgok serbest radikali temizleyici etki gosterdikleri igin
antioksidan kapasitelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica giinliik diyetimizde 100
mg’dan fazla flavonoid iceren gida tiikketildigi belirlenmistir (Giilgin, 2012).

Artan kanitlar kanser ve diger hastaliklara karsi korumanin, meyve ve sebzelerin
iceriginde var olan flavonoidler olarak isimlendirilen antioksidan fitokimyasal grubuna
dayanmaktadir. Flavonoidlerin gérevleri dikkate alindiginda, 6ncelikle meyveler, sebzeler,
kuruyemisler, tohumlar, saplar ve ¢iceklerde ve ayrica ¢ay ve sarapta bulunan fitokimyasal
gruplara deginilmektedir. Flavonoidler difenilpropanlardir bitkilerde 4000°’den fazla
flavonoid belirlenmistir. Flavonoidlere benzer gruplar arasinda flavonlar, izoflavonlar,

flavanonlar, antosiyaninler, flavanlar ve proantosiyanidin bulunur (Prior ve Cao, 2000).

1.1.3. Fenolik bilesikler

Benzen halkasina hidroksil grubun baglanmasi ile olusan kimyasal bilesiklere fenolik
bilesikler denmektedir (Cemeroglu, 2016). Fenolik bilesikler genel anlamda tiiketilebilen
ve tiiketilemeyen tiim bitkilerde bulunur. Fenolik bilesikler lipitlerin oksidasyonunu
engelleyerek tilketim amaciyla kullanilan gidalarin besin degerlerinde iyilestirme gibi etki
gosterirler (Kahkonen vd., 1999). Fenolik bilesikler, metal selatlama, singlet oksijenin
baglamasina engel olma ve ROS’ni giderici etki gibi antioksidan aktiviteye sahiptirler
(Rice-Evans vd., 1995). Fenolik bilesiklere polifenolde denmektedir ve polifenoller
hidroksil gruplarindaki hidrojeni vererek protein, karbohidrat, lipitler gibi molekiillerin

oksidasyona ugramasini engellerler (Burda ve Oleszek, 2001).

Bitki tiirlerinde bulunan en 6nemli metabolitlerden biride fenolik bilesiklerdir.
Fenolik bilesikler dogal antioksidan gruba dahil olduklari igin tiiketilmesi gerektigi
bilinmektedir. Fenolik bilesiklerin diyetle alinmasi viicut saghgi i¢inde ¢ok Onemlidir.

Polifenoller kan basincini istenilen seviyeye indirmesi sebebiylede P vitamini ya da P
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faktorii ismiyle de amlmaktadir (Oztirk ve Tunalier, 2002). Polifenoller insan

metabolizmasinin direng seviyesini arttirarak serbest radikallerin hasarlarina engel olurlar

(Giilgin, 2012).

Polifenollerin en degerli oOzelliklerinden biri, bitkileri oksidatif zarara karsi
savunmasidir. Gallik asit, kumarinler ve tanenler dogada yer alan polifenol gruplarindan

bazilaridir (Ranabahu ve Harborne, 1993).

Fenolik bilesikler kendi igerisinde, fenolik asitler ve flavonoidler olmak tizere iki
gruba ayrilirlar. Flavonoidler bitkilerin genelinde bulunurlar. Fenolik bilesikler meyve ve
sebzelerde sar1, kirmizi, mavi renklerini tegkil etmesinin yani sira meyve ve sebzelerin

tiiketimi sirasinda acilik ve burukluk gibi tatlarin hissedilmesine neden olurlar (Cemeroglu

vd., 2004; Zor, 2007).

Flavonoidler lipit peroksidasyonunu 6nleme yetenegine sahiptirler. Stiperoksit anyon
ve hidroksil radikallerine kars1 savasarak lipit peroksidasyonunun baglama evresindeyken

durdurmay1 gergeklestirir (Torel vd., 1986; Cook ve Samman, 1996).

Cizelge 1.3. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi1 (Annakkaya, 2012)

Fenolik Bilesikler

Fenolik Asitler Flavonoidler

Katesinler
Hidroksibenzoik asit Antosiyanidinler
Hidroksisinamik asit Proantosiyanidinler

Flavonoller

Flavononlar

Flavonoidler, bitkilerde ve 6zellikle bitki besinlerinde yaygin olarak goriilen siklize
difenilpropanlardir (Giil¢in, 2020). Genel olarak, flavonoidlerin etkili antioksidan yetenegi
baz1 faktorlere baghdir: molekiil etrafindaki hidroksil ve karbonil grubunun
diizenlenmesine biiyiik dl¢iide bagl olan metal selatlama potansiyeli, serbest radikalleri

azaltabilen hidrojen veya elektron veren ikame edicilerin varligt ve flavonoidin
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eslenmemis elektronun yerini belirleme yetenegi, kararli bir fenoksi radikali olusumuna
yol agar (Giilgin vd., 2011; Giilgin 2012). Flavonoid yoOniinden zengin besinler olarak:
kirmiz1 sarap, elma, sogan gibi 6rnekler gosterilebilir. Bu tiir gidalarin arastirmasina devam

edilerek, insanlara faha fazla yarar sagladig: diisiiniilmektedir (Cook ve Samman, 1996).

Fenolik bilesikler icerisindeki fenolik asitlerde ikiye ayrilirlar. Hidroksibenzoik ve
hidroksisinamik fenolik asitlerin iki ayr1 dalidir. Salisilik asit, gallik asit, vanilik asitlere

benzer asit gruplaridir (Balasundram vd., 2006; Saldamli, 2007).

Fenolik asitlerin digaridan alinmasiyla kanser, koroner kalp hastaligi gibi insan
metabolizmasinda ki zararlara kars1 savasan 6zelliklerinden dolay: tiiketimine olan egilim

zamanla artig gostermektedir (Annakkaya, 2012).

1.2. Sar1 Halile Meyvesi (Terminalia citrina roxb. ex. fleming)

Sar1 halile (Terminalia citrina roxb. ex. fleming), (Combretaceae) familyasinin bir
tyesidir. Asya, Afrika ve Avustralya kitalarmin tropikal bdlgelerinde yogun sekilde
yetistirilmektedir (Cock, 2015). Ayrica Hindistan ve Banglades’te yaygin olarak iiretimi
yapilmaktadir. Banglades’te sar1 halileye “haritaki” adi verilmistir. Banglades halki
tarafindan kalp hastaligi, dizanteri ve kabizlik gibi hastaliklarin tedavisinde tercih
edilmistir (Yusuf vd., 2009).

Sar1 halile meyvesi, 20-30 metreye kadar uzayabilen ve yaprak dokmeyen agacglarda
yetigir. Sar1 halile meyvesi ham (yesil) haldeyken agaclardan toplanir ve sonradan
kurutulur. Sar1 halile meyvesi 2-5 cm uzunlugunda 1-3 cm genisliginde sarimtirak renkte

ve girintili ylizeye sahiptir.
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Sar1 halile meyvesi ¢ok farkli hastaliklar tedavi etmede kullanilir. Istah kaybu, ishal,
sindirim bozukluklar1 gibi hastaliklarin tedavisinde ve cinsel giicii uyarict olarak
kullanilmaktadir (Hossan vd., 2009; Amiri ve Joharchi, 2013). Ayrica sari halile meyveleri
bu hastaliklardan farkli olarak ates diiriicii, astim, migren, dis yapisinin bozukluklarinda,
hemoroid, enfeksiyonlar ve bas donmesinin tedavisinde kullanilmaya devam edilmektedir

(Soe, 2004).

1.3. Calismanin Amaci

ROS viicudumuzda bulunan biyomolekiillere (lipit, protein, niikleik asit,
karbohidrat) ciddi zararlar verdigi bildirilmistir. ROS’nin hasarlarina kars1 antioksidanlarla
savas acilmazsa, viicudumuzda ¢ok farkli hastaliklara neden oldugu bilinmektedir (Oztiirk

Sarikaya, 2009).

ROS ve serbest radikallerin hasarlari1 sonucu ¢ok farkli hastalik ¢esitlerinin meydana
geldigi ve bitki cesitlerindeki antioksidanlarin bu durumlarda viicudu koruma gorevi

gordiikleri i¢in ¢ok fazla sayida aragtirma yapilmistir (Hou vd., 2003; Giilgin, 2020).

Yapilan aragtirmalarda antioksidan kaynaklarina yonelik caligmalar giin gectikce
artis gostermektedir ve dogal kaynakli bitkisel antioksidanlara ilgideki artista
gozlemlenmektedir. Antioksidanlar ROS’ne savas acarak gidalarin besin degerlerini
korudugu bildirilmistir (Harborne, 1994; Giil¢in vd., 2009a). Dogal kaynakl1 antioksidanlar
ROS’nin zararlarina engel olarak kronik problemlere engel olurlar (Giilgin, 2007a; Giilgin,
2012). Sentetik antioksidanlara getirilen simnirlandirmalar yiiziinden, dogal antioksidanlarin

tercih edilmesine baslanmustir (Giilgin vd., 2003).

17



Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen bulgular ve sonuglara dayanarak insan
viicudundaki kars1 antioksidanlar ciddi ve ¢ok onemli bir yere sahip oldugu saptanmistir.
Bu yilizden hem dogal bir kaynak olmasi hem de literatiirde daha once bitkiye ait bir
calisma olmamasi nedeniyle sar1 halilenin (Terminalia citrina roxb. ex. fleming) antioksidan
kapasitesinin ve fenolik igeriginin belirlenmesinin literatiire katki saglayacagi

diisiiniildiiginden aragtirmada materyal olarak se¢ilmistir.

Sar1 halilenin (Terminalia citrina roxb. ex. fleming) antioksidan ve radikal giderme
aktivitelerini degerlendirmek amaciyla 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH")
giderme aktivitesi, 2,2"-azino-bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) radikal (ABTS™)
giderme aktivitesi, CUPRAC yontemi kullanilarak (Cu*?) indirgeme yetenegi, FRAP
yontemi kullanilarak Fe* indirgeme yetenegi, potasyum ferriksiyanat indirgeme metodu
ile Fe*3-Fe*? indirgeme kapasitesi, N,N-dimetil-p-fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme
aktivitesi, ferrik tiyosiyanat metoduna gore total antioksidan aktivitesi, total fenolik ve
flavonoid bilesik miktar tayini, bipiridil metal selatlama aktivitesinin yani sira fenolik asit
icerigini belirlemek amaciyla sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve etil alkol ekstrelerinin
LC-HRMS (Sivi Kromatografisi Yiiksek Coziintrlikli Kiitle Spektrometresi) cihazi
kullanildi. BHA, BHT, Troloks ve o -tokoferol standart antioksidanlar referans olarak
kullanildi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Insan metabolizmasinda, diyetle alinan dogal antioksidanlar serbest radikallere kars1
koruma kalkani olusturur. Genellikle meyve ve sebzelerin yiiksek oranda antioksidan
aktiviteye sahip olmalar1 dogal antioksidanlarin igerisinde 6nemli bir yere sahiptir. Dogal
antioksidanlar kanser, kalp hastaligi ve Parkinson ile Alzheimer gibi beyinsel
hastaliklarinda olusmasin1 engeller (Koca ve Karadeniz, 2005). Insanlarda goriilen
katarakt, ilerleyen yaslarda olusan goz hastaliklarinin bir ¢esitidir. Lens proteinlerinin
oksidasyona ugramasi sonucu ve ROS’nin etkisiyle kataraktin olusma ve ileri sathalarin

hizlandirdig1 6ngoriilmektedir (Taylor ve Nowell, 1997).

H. Musciformis, C. Sinuosa, J. Rubens gibi deniz alglerinde karotenoid, askorbik asit
ve fenolik bilesikleri iceren antioksidanlar bulunmaktadir. Ayrica algler fazla miktarda

bulundugu i¢in ekonomik yonden de kolaylik saglamaktadir (Karakas, 2019).

Giinliik hayatta kolay bir sekilde bulunup tiiketilen erigin ¢ok farkli antioksidan
asitleri icerdigini ve serbest radikallere karsi savunma mekanizmast olusturdugu
bildirilmistir. Genel olarak %17.6 ile %47.4 degerleri arasinda bir antioksidan aktiviteye
sahip olduklar1 belirlenmistir (Kii¢iikgoban, 2009). Elmalarda da bir¢ok antioksidan ¢esidi
bulunmustur. Elmalar kabuk, et ve suyu olarak kendi igerisinde iice ayrilarak bir dizi
deneyler yapilmistir ve antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Elma kabugu
ve suyunun, etine oranla antioksidan kapasitesi daha yiiksek bulunmustur (Karaman,
2008).

Sentetik antioksidanlarin dogal antioksidanlara gore daha az etkiye sahip olduklar1 ve
zararlarindan dolay1 bir¢ok hastaliga davetiye ¢ikardiklar1 gerekgesiyle kullanim alanlari

bliyiik ol¢iide daraltilmistir (Yavager, 2011).

Suda ¢oziinebilme yetenegine sahip olan ve bitkilerde bol miktarda bulunan vitamin
cesitlerinden biride C vitaminidir. Eksikliginde 6ltimciil hastaliklardan biri olan iskorbiit
hastaligina neden olabilir. Ama ¢ok eski zamanlarda goriilen bu olaylar giiniimiiz

kosullarinda nerdeyse hi¢ goriilmemeye baslanmistir (Padayatty vd., 2002).

Sentetik antioksidanlar gida ve tiirevlerinde kullanildiklarinda birgok hastaliga

sebebiyet vermektedir. Bu gibi durumlarin en aza indirilmesi i¢in ¢ok fazla sayida



arastirmalar yapilmaktadir. Bu amacla sedir ve kdknar bitkilerinin antioksidan 6zellikleri

incelenmistir (Altas, 2009).

Sentetik antioksidanlar yerine dogal antioksidanlarin tercih edilmesi sebebiyle son
yillardaki arastirmalar artmistir. Bu arastirmalara deginecek olursak algler (Karakas, 2019),
elma (Karaman, 2008), erik (Kiigiikgoban, 2009), turna yemisi (Vaccinium macrocarpon)
ve mersin (Myrtus communis) (Annakkaya, 2012), altin ¢ilek (Physalis peruviana) ve
keten (Linum usitatissimum) tohumu (Han, 2012), disbudak (Aydogan, 2016), pancar
(Kasapoglu, 2015), kiraz (Kapgt, 2013), kivi (Bursal ve Giilgin, 2009), madimak (Y1ldirim
vd., 2003), musmula (Giilgin vd., 2011a), zeytin (Gdkce, 2009), anason (Giilgin vd., 2003),
reyhan (Giilgin, 2007a), karabiber (Giilgin, 2005), domates ve portakal (Yiicel, 2002),
corekotu (Erkan, 2008),karnabahar (Koksal, 2007), tiziim (Payan, 2007), igde cigegi ve
kedi nanesi (Caligkan, 2007), biberiye ve mercankdsk (Aysel, 2008), dereotu ve
kuzukulag: (Isbilir, 2008), kayis1 ve incir (Gériinmezoglu, 2008), sedir ve koknar (Altas,
2009), ahududu (Sariburun, 2009), lavanta (Giilgin vd., 2004a), 1sirgan (Giilgin vd.,
2004b), tere (Isbilir, 2008), adacay1 (Melisa officinalis) (Koksal vd., 2011), roka (Isbilir,
2008), gelincik (Isbilir, 2008), mantar (Sarikiirkcii, 2009), bdgiirtlen (Sariburun, 2009),
ciris otu (Imamoglu, 2010), cay (Akis, 2010), kizileik (Eser, 2010), Picea orientalis
kozalag: (Topal, 2018) ve Pinus sylvestris kozalag:i (Topal, 2020) antioksidan aktiviteleri

arastirilmagstir.

Bunlarin yani sira anason ve rezenede bir dizi antioksidan belirleme caligmalar
yapilmistir. Fenolik madde ve flavonoid madde miktarlarinda anasonun rezeneye gore
daha yiiksek oranlarda bulundugu belirlenmis. Metal selatlama yonteminde ise rezenenin
anasona gore daha iyi bir sonu¢ verdigi belirlenmistir (Bakir, 2010). Ayrica bitkilerde ki
antioksidan caligmalara devam edecek olursak tar¢in (Giilgin vd., 2019a), yarpuz (Giilgin
vd., 2019b), Stachys annua (Bursal vd., 2020), baklakeklik (Taslimi vd., 2019), avokado
(Kose vd., 2020), bugday (iktii, 2020), eugenol (Giilgin, 2011).

Saglikli beslenme konusunda insanlarin diyetinde sebzelerin olmasi ¢ok dnemlidir.
Sebzeler sayesinde viicuda alinan vitamin, mineral ve lifler gibi insan sagliginin
korunmasinda yararli bilesikler bulunmaktadir. Bu bilesiklerin antioksidan o6zellikleri
hastaliklara kars1 savunma sistemi olustururlar. Bu sebepler g6z Oniinde tutularak bir

arastirmada pancar sebzesinin antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Calismada fenolik asit
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olarak hidroksi-benzoik asit diger asitlere gore yiiksek oranda bulundugu belirlenmistir
(Kasapoglu, 2015).

Provitamin A aktivitesinin yani sira bazi karotenoidler antioksidan kapasiteye
sahiptir. Karotenoidler, lipidik fraksiyonlarla iliskili yagda ¢ozilinen bilesiklerdir. Yapisal
Ozellikleri, kimyasal, biyokimyasal ve fiziksel Ozelliklerini etkileyen birlesik cift bag
sistemidir. Bu antioksidan ozellikleri, yiiksek sebze alimi ile belirli kanser tiirleri veya
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi daha diisiik kronik dejeneratif hastalik riski arasinda bir
iligki kuran epidemiyolojik calismalarla desteklenmistir. Boylelikle sebze orneklerinde ve

insanlarda karotenoidlerin analizine olan ilgiyi artirmistir (De Quirds ve Costa, 2006).

Antioksidan besinler ve katarakt hastalig1 arasindaki baglanti {izerine yapilan farkli
epidemiyolojik ¢aligmalar kanda C vitamini, E vitamini, A vitamini ve karotenoid i¢eren

bireyler i¢in daha diisiik risk teskil ettigi belirtilmistir (Taylor ve Nowell, 1997).

Karotenoidler, ROS’nin etkili temizleyicilerinden biridir ve bu dogal polienlerin
fotooksidatif hasara kars1 savunmada etkin bir gérevi olduguna dair fazla miktarda kanitlar
vardir. Elde edilen sonuglar, karotenoidlerle oral tedavinin eritem olusumunda Onleyici
etkisi konusunda 6nem tasimaktadir. Ama daha fazla bilgi ve sonuca ulagsmak icin daha

fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir (Stahl ve Sies, 2002).

Insanlarda bulunan karotenoid gruplar1 olarak lutein, zeaksantin, B-kriptoksantin,
likopen, a-karoten ve B-karotendir (Ito vd.,1990). A vitamininin gorevlerine deginerek
normal gorme islevinin gerceklesmesi i¢in karotenoidlere ihtiya¢ duyuldugu ¢ok 6nceden
bilinmektedir. Buna dayanarak, karotenoidin goz dokusunda, yani retinadaki gérevi fazlaca
incelenmistir. Iki polar madde olan, lutein ve zeaksantinin, gdzde bulunan 6nemli

karotenoid gruplar1 oldugu gosterilmistir (Handelman vd., 1988).

Goz retinasindaki karotenoidlerin gorevleri konusunda farkli dneriler sunulmustur.
50 wyil Oncesinde, makiiler pigmentin mavi 15181 absorbe etme yetenegine sahip
sOylenmistir. Ama ilerleyen zamanda karotenoidlerin, membran lipidlerini peroksidasyona
kars1 savunan iyi bir antioksidanlar oldugu bildirilmistir (Sies ve Stahl, 1995; Burton ve
Ingold, 1984). Karotenoidler singlet oksijeni sondiirmede gii¢lii bir yapiya sahiptir (Foote
ve Denny, 1969; DiMascio vd., 1989).
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Rosa tiirlerinin meyveleri olan kusburnu, bagisiklik sistemini giiclendirmek ve
sindirim bozukluklarini tedavi etmek gibi ¢esitli saglik yararlari ile bilinir. Antioksidan,
antienflamatuar ve hiicre yenileyici etkileri de saglik arttiric1 etkileri arasindadir.
Kugburnu, C vitamini, karotenoidler ve fenolikler gibi antioksidan oOzelliklere sahip

bilesikler bakimindan zengindir (Koczka vd., 2018).

Giines 1siklar1 sonucu olusan hastaliklarin en biiylik etkenleri UV ve radyasyon
oldugu bildirilmistir. UV 15181min ¢ok biiyiik bir kismi ozon tabakasi sayesinde yeryliziine
gecemez ama son yillarda ozon tabakasi inceldigi i¢in bu oran diismistiir. Viicut UV
1518min emme siiresi arttikca katarakt, cilt kanseri ve ciltte yaglanma gibi hastaliklara yol
actig1 belirtilmistir. Ama diyetle temin edilen karotenoid ve tokoferol gibi antioksidanlar
UV 1s18in1in etkisi sonucu olusan hastaliklara kars1 savunma gosterdigi bildirilmistir (Stahl

ve Sies, 2002).

Dogal olarak olusan bir bitki polifenolii olan tanik asit, bir veya daha fazla gallol
kalintis1 ile hidroksil gruplarinda tiiretilmis merkezi bir glikoz molekiiliinden olusur.
Yapilan c¢alismalarda tannik asidin lipit peroksidasyonu inhibe edici 6zellikte oldugu
belirlenmistir. Tannik asidin 15 pg mL? konsantrasyonunda hazirlanan ekstraksiyonun
linoleik asit emilsiyonunun % 97.7 lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi tespit edildi

(Giilgin vd.,2010).

Bes farkli ahududu ve dort farkli bogiirtlen ¢esidinde bir dizi antioksidan aktivite
yontemleri uygulanmis. Elde edilen verilere gére ahududunun su ekstresinin bogiirtlene
gore daha yiiksek degerler gostedigi belirlenmistir. Arastirmaya gore 2 meyve ¢esidinin de
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir (Sariburun, 2009).

Bazi tahil iiriinlerinde de antioksidan ozellikler incelenmistir. Bir ¢alismada farkli
bugday ¢esitlerinde DPPH ve ABTS yontemleri kullanilarak bugday danelerinin ¢esitlere
gore antioksidan 6zelliklerinde farklilik gdsterdigi bildirilmistir (Moore vd., 2006).

Yapilan bir ¢alismada portakal, limon ve greyfurt gibi meyvelerin israf edilen

kisimlarinin fenolik bilesikleri, C vitamini ve antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Her

turunggil tiirtinde sonugclar, kabuklarin, bosa harcanan ¢ogunlukla atilan i¢ kisimlarindan
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(kiispe ve tohumlar) daha yiliksek miktarda fenolik bilesik, flavonoid, C vitamini ve
antioksidan aktivite icerdigini ortaya koydu. Greyfurt kabuklar1 en yiiksek toplam fenolik
igerige sahip oldugu gozlemlenmistir. Buna karsilik portakal kabuklari, bu caligmada
kullanilan diger turunggillerin kabuklarina kiyasla en yiiksek miktarda flavonoid (83.3 mg
katesin esdegeri / g) ve C vitamini (110.4 mg / 100 g) igerir. Genel olarak, turunggillerin
atik kisimlarmin, 6zellikle kabuklarin yiiksek antioksidan kapasitesi ve aktivitesi icerdigi
belirlenmistir. Dogal bir antioksidan olarak gida endiistrisine dahil edildiginde saglik ve

besinsel fayda saglayabilecekleri vurgulanmigtir (Sir Elkhatim vd., 2018).

Ilerleyen zamanda gocuk doktorlar1 biyolojik sistemlerdeki antioksidan ve oskidan
dengesi ile ilgili daha fazla bilgi sahibi oldu. Sonug olarak, diyetlerde bulunan antioksidan
besinlerin 6nemi bildirildi. Bilindik A, C veya E vitaminleri ¢esitleri, vitamin eksikligine
bagli hastaliklar1 O6nlemek i¢in bebeklerin mamalarina diizenli bir sekilde takviyesi
saglanmaktadir. Buna baglh olarak, diger biyolojik olarak aktif besinler, bitkisel tipta yer
alan diyet bitkilerden fayda saglanabilir (Khachik vd., 1992; Luper, 1998).

Baska bir ¢aligmada da zeytin yapraklar1 ogiitiildiikten sonra CUPRAC ve DPPH
yontemleri uygulanarak antioksidan Ozellikleri imcelenmistir. Arastirma sonucunda
standart antioksidanlardan Troloks antioksidani ile karsilagtirilmasi yapilmistir (Aydogan,
2016).

Flavonoller, giiclii antioksidanlar olarak hareket edebilir. Simdiye kadar sebze ve
bitkilerde yaklasik 200 flavonol tespit edilmistir. Esas olarak dis ve hava dokularinda
birikirler, bu nedenle biyosentezleri 1sikla uyarildigi i¢in meyvelerin, bitkilerin ve

sebzelerin kabuk ve yapraklarinda birikirler (Samsonowicz ve Regulska, 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Bitki materyali olarakta sar1 halile (Terminalia citrina roxb. ex. fleming) meyveleri

kullanilmistir ve temini piyasadan saglanmaistir.

3.1.2. Kullamilan Kimyasallar ve EKipmanlar

Neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), 2,2"-Azino-bis (3-etilbenztiyoazolin—6-
sulfonikasit) (ABTS), Ferrozin, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikali, N,N-dimetil-
p fenilendiamin (DMPD), a-tokoferol, BHT, BHA, Troloks, linoleik asit, kuersetin, gallik
asit, Folin-Ciocalteu, ve trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich GmbH, (Sternheim
Germany)’dan satin alindi. Ayrica fenolik igeriklerinin belirlenmesinde de Acacetin
(>97%, TRC Canada), Apigenin 7-glucoside (>97%, EDQM CS), Chrysin (>96%, Sigma-
Aldrich), Ellagic acid (>97%, TRC Canada), FumaricAcid (>99 %, Sigma-Aldrich),
Hederagenin (>97%, TRC Canada), Hyperoside (>97%, TRC Canada), Myricetin (>95%,
Carl Roth GmbH + Co), Naringenin (>95%, Sigma-Aldrich), Quillaic Acid (>97%, TRC
Canada), Rhamnocitrin (>97%, Phytolab), Rutin (>99 %, Sigma-Aldrich), Gallic Acid
(>97%, Sigma-Aldrich), Protocatechuic acid (>98%, Sigma-Aldrich), Syringic Acid
(>95%, Sigma-Aldrich), Vanilic Acid (>97%, Sigma-Aldrich) kullanilmistir.

UV-VIS Spektrofotometre (Optizen)
UV-Spektrofotometre kiiveti (1 cm® liikk Kuartz kiivet)
Vorteks (WiseStir)

Manyetik karistiric1 (Wiseshake)

pH metre (OHAUS)

Hassas terazi (OHAUS)
Evaporator (Heidolph)

Inkiibator (Elektro-Mag 0-300°C)



Liyofilizator (Alpha 1-2 LD plus)
Blender (Waring Commercial)

Otomatik pipetler (Eppendorf, Oxford Pipettors)

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Yapilan ¢alisma siiresince deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis1 ve kullanim

sekilleri agagida belirtilmistir.

3.1.3.1. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini Ile Ilgili Cozeltiler

1. Folin-Ciocalteau Reaktifi’ni satin alindigimiz sekildeki gibi kullanilmistir.

2. %2’lik Na,COs ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g NaxCOg tartilip 40 mL saf suda

¢oziildii ve son hacmi saf suyla 50 mL olacak sekilde ayarlandi.

3.1.3.2. Total Flavonoid Bilesik Miktar1 Tayini Ile Tlgili Cozeltiler

1. %2’lik Na2COs ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g NaxCOs tartilip 40 mL saf suda

coziilerek ¢ozelti hacmi saf su ile 50 mL olacak sekilde ayarlandi.

2. Standart kuersetin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 15 mg kuersetin 15 mL saf etanolda

¢Ozildii.

3. 1 M’lik CH3COOK ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 5.2 g CH3COOK alinarak 40 mL saf

suda c¢oziildiikten sonra total hacim 50 mL olacak sekilde tekrar saf su ilave edidi.

4. %10’luk AI(NOg3)3 ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 5 g Aliminyum nitrat alind1 ve 45

mL destile suda ¢6ziildii.

3.1.3.3. CUPRAC Metoduna Gére Indirgeme Kapasitesi Tayini Ile Ilgili
Cozeltiler

1. 1 M’Iik CH3COONa tamponunun hazirlanmasi (pH:6.5): 4 g CH3COONa alinip
40 mL desitle suda ¢oziindiiriliip, pH’s1 6.5’e ayarlandiktan sonra ¢6zeltinin hacmi 50 mL

olacak sekilde ayarlandi.
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2. 7.5x10° M’lik etil alkol igeren neokuprin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0.035 g

neokuprin alinip 25 mL etil alkolde ¢6ziindiirtildii.

3. 0.01 M CuCl; ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 0.033 g CuCl, (MA: 134.5 g mol™) alinip

25 mL saf suda ¢oziindiiriildii.

3.1.3.4. FRAP indirgeme Metodu ile Tlgili Cozeltiler

1. FRAP Reaktifinin Hazirlanmasi: 0.3 M’lik asetat tamponundan 10 hacim, 20
mM’lik FeCl3.6H2O’dan 1 hacim ve 10 mM’lik TPTZ’den 1 hacim c¢ozeltilerinden
meydana gelmektedir.

2. 0.3 M’lik Asetat Tamponunun Hazirlanmasi: NaCH3COO 2.46 g alinarak, 75 mL
saf suda ¢oziindiiriildii. Daha sonra pH: 3.6’ya ayarlanan ¢6zeltinin hacmi saf su ile 100

mL olacak sekilde ayarlandi.

3. 40 mM’lik HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi: % 37 lik hidroklorik asit ¢ozeltisinden
334 uL alinip, saf su ile son hacim 100 mL’ye ayarlandi.

4. 20 mM’lik FeClz Cozeltisinin Hazirlanmasi: FeCl3.6H20’dan 0,25 g alinip 50 mL

saf suda ¢oziindiiriildii.

5. 10 mM’lik TPTZ Cozeltisinin Hazirlanmasi: 100 mL 40 mM’lik hidroklorik asit
icerisinde 312 mg TPTZ ¢oziindiirtildii.

3.1.3.5. Fe**-Fe?* Indirgeme Kapasitesi Tayini Ile Tlgili Cozeltiler
1. Fosfat tamponunun hazirlanmasi (0.2 M, pH:6.6): 2.4 g Na,HPO4 90 mL saf suda

¢oziindiikten sonra pH’s1 6.6 olacak sekilde ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2. % 0.I'lik FeCls ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.165 g FeClz.6H20 destile suda

¢ozlindiiriiliip son hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3. %10’luk TCA ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g TCA destile suda ¢oziindiiriiliip, son

hacim 100 mL’ye saf suyla tamamlandi.

4. %]1°1ik KaFe(CN)g ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g KsFe(CN)g alindiktan sonra belli

bir miktar saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra son hacim 100 mL olacak sekilde tamamlandi.
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3.1.3.6. DPPH: Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Ile Tlgili Cozeltiler

1. 0,001 M’lik DPPH- ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.050 g DPPH- 200 mL etil alkolde
tamamiyle ¢oziiliinceye 6 saat boyunca manyetik karistirici ile karistirilir. Isiktan korumak

icin beherin etrafi aliminyum folyo ile kapatilmistir.

3.1.3.7. ABTS"* Giderme Aktivitesi Tayini Ile Tlgili Cozeltiler
1. ABTS " ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50 mL saf su igerisinde 0.075 g ABTS alinarak
¢oOzildi.

2. Potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.02 g K20gS2,50 mL’lik ABTS™*

cozeltisi icerisine azar azar eklenildi. Yarim saat magnetik karistiricida karistirildi.

3.1.3.8. DMPD* Giderme Aktivitesi Tayini Tle Tlgili Cozeltiler

1. Asetat tamponunun hazirlanmasi (0.1 M, pH: 5.3): CH3COONa’dan 2.05 g
alinarak 230 mL destile suda ¢oziildiikten sonra pH: 5.3’e ayarlanarak ¢ozeltinin son hacmi

destile su ile beraber 250 mL’ye ayarland.

2. DMPD" ¢ozeltisinin hazirlanmasi (0.1 M): 0.105 g DMPD, 5 mL saf su ile

beraber ¢oziilerek hazir hale getirildi.

3. FeCls ¢ozeltisinin hazirlanmas: (5.102 M ): 1.60 g FeCls 200 mL destile suyla

¢Oziilerek hazirlandi.

4. DMPD'* ¢ozeltisinin hazirlanmas1 (10 M): 0.1 M’Iik DMPD ¢ézeltisinden 1000
uL ¢ekilip 0.1 L’lik ve asetat tamponuna (0.1 M, pH:5.3) ilave edildi. Daha sonrasinda
tizerine 200 pL ve 0.05 M’lik FeCls eklenerek hazir hale getirildi.

3.1.3.9. Bipiridil Metal Selatlama Metodu ile Ilgili Cozeltiler

1. 2.10" M’Iik HCI Cézeltisinin Hazirlanmasi: % 37 lik hidroklorik asit ¢ozeltisinden

1600 pL alinarak, ¢ozeltinin son hacmi 100 mL olacak sekilde destile suyla ayarlandi.

2. 2 mM’lik FeSO4 Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.112 g FeSO4.7H20 tartilarak 200

mL saf suda ¢oziindiiriildii.
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3. Bipiridil Cozeltisinin Hazirlanmasi (% 0.2): 200 mg Bipiridil alinip 0.2 M, 100

mL’lik hidroklorik asit ¢ozeltisi i¢erisinde ¢oziindiirildi.

4. 0.1 M’lik Tris-HCl Tamponunun Hazirlanmasi: 2.42 gram Tris alinip, 180 mL

destile suda ¢oziindiiriildii. pH:7.4’¢ getirildi. Saf su ile son hacim 100 mL’ye ayarlandi.

3.1.3.10. Total Antioksidan Aktivitesi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

1. HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi1 (% 3.5): 9.46 mL % 37’lik Hidroklorik asit’ten

aliip saf su ile 100 mL’ye ayarlandi.

2. 4.102 M pH:7.4 Fosfat Tamponunun Hazirlanmasi: 0.96 g NaH,PO4 alinip 180
mL saf suda ¢oziildii, daha sonra pH metre yardimiyla pH 7.4’e ayarlanip son hacmi saf su

ile 200 mL’ye ayarlandi.

3. 20 mM FeClz Cozeltisi Hazirlanmasit: % 3.5’luk Hidroklorik asit i¢inde 0.281 g
FeCl2.xH20 ¢oziindiiriilerek, son hacmi 100 mL’ye ayni ¢ozeltiyle ayarlandi.

4. 0.017 M Linoleik Asit Emiilsiyonunun Hazirlanigi: 50 mL fosfat tamponuna (pH:
7.4) 265 uL linoleik asit eklendi. Karisimin homojenize olmasi igin emiilgator olarak

Tween-20’den 175 pL eklendi.

5. % 30’luk NH4SCN Cozeltisinin Hazirlanisi: 30 g NH4SCN tartilarak bir miktar saf

suda ¢oziindiiriildii. Daha sonra hacim 100 mL’ye saf suyla tamamlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Sar1 Halile Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ekstraktlarin hazirlanmasinda su ve etil alkol kullanildi. Antioksidan ve fenolik
iceriklerinin belirlenmesi amaciyla ¢aligmamizda kullanilan sar1 halile meyvesi 200 g
tartilip blendirda pargalandi. Parcalanan karisim ikiye ayrildi birinci kismima 200 mL su
ilave edildi, bir gece boyunca oda sicakliginda ekstrakte edildikten sonra karisim tiilbent
bezinden siiziildii. Siiziintii balon igine alinarak derin dondurucuda (-80°C’de) bekletildi.
Daha sonra liyofilizatérde kuruyuncaya kadar liyofilize edildi. Ikinci kismina etil alkol
ilave edildi 12 saat boyunca oda sicakliginda ekstrakte edildikten sonra karisim tiilbent

bezinden siiziildii. Daha sonra evaporator ile ¢oziiciisii uzaklastirildi.
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3.2.2. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Hazirlanan ekstrelerde bulunan total fenolik bilesik miktari, Folin-Ciocalteu reaktifi
ile Singleton vd. (1999)’nin yontemine gore belirlendi. Gallik asit, standart fenolik bilesik
olarak kullanildi. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve evaporate edilmis etil alkol
ekstrelerinin fenolik bilesik miktarini belirlemek icin ilk olarak gallik asitten bir standart
grafik ¢izildi. Sar1 halilenin ekstrelerinin mevcut fenolik bilesik miktarini belirlemek i¢in
hazirlanmis olan stok ¢ozelti kullanildi. Stok ¢ozeltiden 750 pL alinarak bir vezin kabina

konuldu ve hacim 23 mL’ye destile su ile tamamlanda.

Karisima 500 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ve 3 dakika sonra da % 2’lik Na2COs’den
1.5 mL ilave edildi. Numuneler oda sicakliginda c¢alkalayicida 2 saat karistirildiktan sonra
numunelerin absorbansi 760 nm’de destile sudan olusan kore karst okundu. Numunelerin
absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit ekivalen (GAE) miktari, hazirlanmis olan
standart grafikteki denklemden olusturuldu. Sonuglar, gallik asit ekivalen olarak verildi
(Bursal, 2009).

3.2.3. Total Flavonoid Miktar1 Tayini

Hazirlanan sar1 halile meyvesinin liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinde bulunan
total flavonoid miktari, Park vd. (1997)’nin metoduna gore yapildi. Bunun i¢in bir vezin
kabina 750 pL sar1 halile meyvesinin liyofilize edilmis su ve etil alkol ekstresi ilave edildi.
Daha sonra, 100 uL (1 M) suda hazirlanmig CH3COOK ve 100 uL (%10) AI(NO3)3
coOzeltilerini iceren 4300 pL etanol c¢ozeltisi ile seyreltilerek vortekste karistirildi. Oda
sicakliginda 40 dakika inkiibe edildikten sonra 415 nm’de absorbanslari kaydedildi.
Toplam flavonoid konsantrasyonu tayini i¢in kuersetin standart olarak kullanildi ve
standart kuersetin grafiginden elde edilen denklemden toplam flavonoid konsantrasyonu pg

kuersetin ekivalen (KE) olarak belirlendi.

3.2.4. Sar1 Halile Meyvesinin Fenolik Asit iceriklerinin Belirlenmesi

Sart halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin fenolik asit igeriklerinin

belirlenmesi LC-HRMS  analiz metoduna gore yapildi. LC-HRMS (Sivi
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kromatografisi/yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi) cihazi ile fenolik asit igerikleri

belirlendi.
3.2.4.a. Test Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sar1 halile meyvesinin (su ekstresi 0.1 g/SmL ve alkol ekstresi 0.1 g/5mL) etil alkol
ve su icinde hazirlanmig ¢ozeltilerin {izerine 100 mg/L’lik internal standart ¢ozeltisinden
nihai derisimi 3 ppm olacak sekilde eklendi. Numuneler 0.45 p filtreden gegirildi. Daha
sonra cihaza 2 pL olacak sekilde ilave edildi ve son olarak Ol¢iimleri yapildi (Kalin vd.,
2015; Hamad vd., 2017; Han vd., 2018).

3.2.4.b. Cihazlar ve Kromatografik Sartlar

Sivi  Kromatografi Yiiksek Coziiniirlikli Kiitle Spektrometresi (LC-HRMS)
Olctimleri, EST Kaynaginda bir Thermo Orbitrap Q-Exactive cihaz ile gerceklestirildi ve
bir Fortis C18 kolon (150x2.1 mm, 3 um partikiil boyutu) ile desteklendi. Mobil faz,
gradyan programi 0-1.00 dk % 50 A ve % 50 B, 1.01-05.00 dk % 100 B olan su (A, % 1
formik asit) ve metanolden (B, % 1 formik asit) olusmustur. Mobil fazin akis hiz1 0.35 mL
/ dak ve kolon sicaklign 22 °C'ye ayarlandi (Sarikahya vd., 2019; Ozer vd., 2010).

3.2.4.c. LC-HRMS Prosediirii

En iyi mobil faz ¢ozeltisinin asitlestirilmis su ve metanol sisteminin bir gradyani
oldugu belirlendi. Béyle bir mobil fazin bilesiklerin iyonlagsma bollugu ve ayrilmasi i¢in
tatmin edici oldugu belirlendi. Kiigiik ve nispeten polar antioksidanlarin iyi iyonizasyonu
ESI kaynagi ile elde edildi. m/z 175-450 aras1 iyonlar aletin yiiksek ¢ozliniirliiklii modunda
tarand1 (Topal, 2020). Bilesiklerin tanimlanmasi1 standart bilesiklerin (% 95-99 saflik
araliginda) tutulma siireleri ile Bezmialem Vakif Universitesi [lag¢ Uygulama ve Arastirma
Merkezi Kiitiiphanesi (ILMER) HRMS verilerinin karsilastirilmasiyla yapilmistir. LC-
HRMS 6lgiimlerinde standart olarak Dihidro kapsaisin kullanilmastir.

3.2.5. Cu?*-Cu* indirgeme Kapasitesi (CUPRAC Metodu)

Hazirlanan ekstrelerde, CUPRAC metodunun (Apak vd., 2006), kiiciik bir
modifikasyonuyla (Ak ve Giilgin, 2008) yapildi. 10, 20 ve 30 pg mL™ konsantrasyonlarda
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hazirlanan Sar1 halile meyvesinin su ve etil alkol ekstreleri igeren tiiplere sira ile 0.01
M’lik 250 pL CuCl; ¢ozeltisi, (7.5x107 M) etanolik neokuprin ¢dzeltisinden 250 L ve 1
M’lik CH3COONHj4 tampon ¢ozeltisinden 250 uL eklenildi. Yarim saat sonra 450 nm’de

kore kars1 absorbans degerleri 6lciildii. Kor olarak destile su kullanilmistir.

3.2.6. FRAP Iindirgeme Kapasitesi

FRAP metodu, (Benzie ve Strain 1996, 1999) yontemine gore yapildi. Ilk olarak
deney tiiplerine farkli konsantrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg mL™) olacak sekilde sar1 halile
meyvesinin liyofilize edilmis su ve evaporate edilmis etil alkol ekstreleri ile standart
cozeltiler ilave edildi. Bu ¢ozeltilerin hacimleri tampon ¢ozelti ile 500 pL’ye ayarlandi.
Sonrasin da tiiplere sirastyla 20 mM’lik FeCls ¢ozeltisinden 2.25 mL ve FRAP reaktifinden
de 2.25 mL eklenerek son hacim 5000 pL olmast saglandi. Hazirlanmig olan bu tiipler
vortex’de karigtirildi. 10 dk bekletilerek absorbanslari 593 nm’de okutuldu. Bu deneyde

asetat tamponu kor olarak kullanildi.

3.2.7. Fe**-Fe?* indirgeme Kapasitesi

Toplam indirgeme tayini Oyaizu yonteminin (1986) kii¢iik bir modifikasyonuna
(Giilgin, 2012) gore yapildi. ilk olarak 1 mg mL™ konsantrasyonunda stok ¢dzelti hazir
hale getirildi. Deney tiiplerine bu ¢dzeltiden farkli konsantrasyonlarda aktarilip, hacim saf
su ile 750 pL olacak sekilde ayarlandi. Ardindan her tiipe 0.2 M’lik fosfat tamponundan
(pH:6.6) 1000 pL ve %1’ lik potasyumferrisiyaniir KsFe(CN)s’den 1000 uL eklendi.
Cozelti 50 °C’de 20 dakika etiivde bekletildi. Daha sonra karistma % 10’luk TCA’dan
1000 pL eklendi. Son olarak % 0.1°lik FeCls 250 pL ilave edilerek, kore kars1 absorbans
(700 nm) okundu. Kor olarak saf su kullanildi. Kontrol i¢in ise numunenin yerine destile su

kullanildi.

3.2.8. DPPH Serbest Radikalleri Giderme Aktivitesi

Blois metoduna gore, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi yapildi (1958). Deney
tiiplerine farkli konsantsrasyonlarda (10, 20 ve 30 pg pL™) olacak sekilde sar1 halile

meyvesinin liyofilize edilmis su ve evaporate edilmis etil alkol ekstreleri ile standart
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cozeltiler ilave edildi. Deney tiiplerinin hacimleri toplami1 2 mL’ye ayarlanacak sekilde
etanol ile tamamlandi. Ardindan her bir deney tiipline, 6nceden hazirlanmis olan DPPH’
¢ozeltisinden 500 uL eklendikten sonra, deney tiipleri vortex’de karistirilarak oda sicakligi
ve karanlikta yarim saat bekletildikten sonra etanoldan olusan kore karsi 517 nm’de
absorbanslar1 okundu. Azalan absorbans degeri geriye kalan DPPH serbest radikal giderme

aktivitesini verdi.

3.2.9. ABTS Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yapmis olduklart metoda gore
belirlendi (Re vd., 1999). Bunun i¢in ilk 6nce 7 mM’lik ABTS c¢ozeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiye 2.45 nM’lik persiilfat ¢ozeltisi ilave edilerek ABTS radikalleri elde edildi.
Hazirlanan bu radikal ¢ozeltiyle ilgili olarak oncelikle kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de
absorbansi 0.700+0.025 nm’ye ayarlandi. Sar1 halile meyvesinin su ve etil alkol ekstreleri
ile standat olarak kullanilan antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri (5, 10
ve 20 ug mL™) deney tiiplerine eklenerek hacimleri etanolle 1.5 mL’ye tamamlanmistir.
Ardindan 0.5 mL ABTS radikal ¢ozeltisi ilave edilerek karanlikta yarim saat inkiibe edildi.

Kor olarak etanol kullanild1 ve absorbanslar 734 nm’de 6l¢iildii.

3.2.10. DMPD Radikali Giderme Aktivitesi

Bu deney, Fogliano ve arkadaslarinin (1999) yéntemine gore yapildi. Ik énce renkli
radikal katyon (DMPD™) elde edildi. Sar1 halile meyvesinin su ve etil alkol ekstreleri ile
standat olarak kullanilan antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri (10, 20 ve
30 ug mL™) deney tiiplerine eklenerek hacimleri saf su ile 500 pL’ye ayarlandi. Deney
tiplerinin tizerlerine 1000 puL. DMPD™ ¢ozeltisi ilave edildi. Karanlikta 50 dk
inkiibasyonun ardindan 505 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Tampon ¢6zelti, kor olarak

kullanildi.

3.2.11. Bipiridil Metal Selatlama Aktivitesi

Fe®* selatlama aktivitesi, belirlenen metoda gore yapildi (Re vd., 1999). ilk olarak
deney tiiplerine 2 mM’lik FeSOs ¢ozeltisinden 125 pL eklendi. Daha sonra sar1 halile
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meyvesinin su ve etil alkol ekstreleri ile standat olarak kullanilan antioksidanlarin farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri (10, 20 ve 30 ug mL™) deney tiiplerine eklendi. Ardindan
sirastyla pH’s1 7.4 olan 500 pL Tris-HCI tamponu eklenerek 30 dk karanlikta bekletildi.
Sonra ve 0.2 M HCl igerisinde ¢6ziinmiis 500 pnL % 0.2’lik bipiridil ¢ozeltisi eklendi. 1250
uL etanol ve 625 pL destile su iceren numunenin 522 nm’de absorbanslari oOlciildii.

Kontrolde numune yerine Tris-HCI tamponu kullanildi. Kor olarak etanol kullanilmstir.

3.2.12. Total Antioksidan Aktivitesi

Hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktivitesi tiyosiyanat metoduna gore belirlendi
(Yen ve Chen, 1995). Bunun i¢in 6nceden hazirlanan sar1 halile meyvesinin su ve etil alkol
ekstrelerinin stok c¢ozeltileri kullanildi. Istenilen miktarlara karsilik gelen hacimde stok
cozelti vezin kaplarina ilave edilerek tampon ¢ozeltiyle (0.01 M’lik pH: 7.4) 2.5 mL’ye
tamamlanip vezin kaplarinin her birine 2.5 mL linoleik asit emiilsiyonu eklendi. Kontrol
igin ise tampon c¢ozeltiden 2.5 mL ve linoleik asit emiilsiyondan 2.5 mL kullanildi.
Inkiibasyon ise karanlikta ve 37°C’de gergeklestirilmis olup; her 12 saatte bir 100’er pL
vezin kaplarindan alinarak 4.7 mL etil alkol bulunan deney tiiplerine ilave edildi. Bunun
lizerine sirasiyla Fe?" ¢ozeltisinden 100 pL ve SCN- ¢ozeltisinden 100 pL eklendi. Kor
numune ise 4.8 mL etanole Fe?* ¢ozeltisinden 100 uL ve NH4SCN ¢ézeltisinden de 100 pL
eklenerek hazirlandi. Hazirlanan numuneler i¢in absorbanslart 500 nm’de kore karsi
okunup; inkiibasyon islemine kontrol maksimum absorbansa ulastig1 noktadan sonra son

verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Total Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini Bulgulari

Sar1 halile meyvesinin liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinde gallik asit kullanilarak total
fenolik bilesik miktar1 belirlendi. Bunun i¢in sari halilenin liyofilize edilmis su ve alkol
ekstresinde total fenolik bilesik miktar1 gallik asit ekivalenti (GAE) olarak hesaplandi (r?: 0.9295)
ve standart gallik asit grafigi elde edildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Total fenolik bilesik miktar1 tayini sonucu elde edilen standart grafik

Absorbans = 0,002 x [Gallik Asit]
Yukarida ki esitlik kullanilarak sari halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde bulunan

total fenolik bilesik miktar1 hesaplanarak Cizelge 4.1°de verilmistir.

4.2. Total Flavonoid Bilesik Miktar: Tayini Bulgulari

Sar1 halile meyvesinin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde kuersetin kullanilarak total
flavonoid bilesik miktar1 belirlendi. Bunun igin sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol
ekstresinde total flavonoid bilesik miktar1 kuersetin ekivalen (KE) olarak hesaplandi (r2: 0.9754)
ve standart grafik elde edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Total flavonoid bilesik miktar tayini sonucu elde edilen standart grafik

Absorbans = 0,0103 x [KE]

Yukarida ki esitlik kullanilarak sari halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde bulunan

total flavonoid bilesik miktar1 hesaplanarak Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde (750 pg mL™?) fenolik
bilesiklerin gallik asit ekivalen (GAE) ve flavonoid bilesiklerin kuersetin

ekivalen (KE) olarak hesaplanan miktarlari

Ekstre Total Fenolik Total Flavonoid
(ng GAE/mg ekstre) (ng KE/mg ekstre)

Sari halile- Su 288.5 30.68

Sar1 halile- Alkol 266.0 23.20

4.3. Sar1 Halilenin Liyofilize Edilmis Su ve Alkol Ekstresinin Fenolik Asit icerikleri le
Ilgili Bulgular

Sart halile meyvesinin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin fenolik asit iceriginin
belirlenmesi LC-HRMS analiz metodu ile belirlendi. Belirlenen fenolik asitlerin LC-HRMS

parametreleri ile ilgili bulgular Cizelge 4.2 ve 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.2. Sar1 Halile bitkisinin su ekstresi ve alkol ekstresinde tayin edilen fenolik bilesik miktarlar

(mg/g)
. Su Alkol
Madde Adi m/z BI’ ggiuzasy"“ kirr;elel: Ekstresi  Ekstresi LODILOQ U jﬁ)
1k (PPM)  (mg/q) (mg/g) (mg/L) (k=2)
Acacetin 283.0612 Negative 0.1-7 0.006 0.006 0.13/0.42 1.50
Apigenin 7-glucoside  433.1129 Positive 0.1-7 0.002 0.008 0.18/0.60 3.13
Chrysin 253.0506 Negative 0.1-7 0.003 0.003 0.21/0.69 119
Ellagic Acid 300.99899 Negative 0.1-7 8.823 39.940 0.29/0.98 1.14
Fumaric Acid 115.0037 Negative 0.1-7 1.487 0.560 0.26/0.88 3.15
Hederagenin 473.36254 Positive 0.1-7 0.630 6.565 2.56/8.53 9.23
Hyperoside 4630882  Negative 0.1-7 0.025 0.020 0.33/1.09  3.01
Myricetin 317.03029  Negative 0.1-7 <LOD 0.010 0.13/045 171
Naringenin 271.0612 Negative 0.1-7 0.009 0.017 0.2/0.67 4.15
Quillaic acid 485.32725 Negative 0.1-7 0.064 0.255 0.08/0.28 3.01
Rhamnocitrin 299.05611 Negative 0.1-7 <LOD 0.003 0.16/0.53 3.21
Rutin 609.1461 Negative 0.1-7 0.029 0.029 0.25/0.85 4.47
Gallic Acid 169.01425 Negative 0.5-8 1.152 1.587 0.1/0.32 0.75
Protocatechuic acid 153.01933 Negative 0.5-8 0.022 0.019 0.13/0.45 0.39
Syringic Acid 197.04555 Negative 0.5-8 17.227 27.339 0.7/2.32 2.21
Vanilic Acid 167.03498 Negative 0.5-8 0.084 0.069 0.41/1.37 1.18
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Cizelge 4.3. LC-HRMS ile fenoliklerin belirlenmesi i¢in uygulanan yontemin kiitle parametreleri ve
lineer regresyon denklemi

T Lineer | LoD/LO Lineer Regrasyon Denklemi | R?

Madde Adi miz | omzasyon | ok <

Modu (mg/L)

(ppm)

Acacetin 283.0612 | Negative | 0.1-7 | 0.13/0.42 y=0.01867x - 0.001874 0.998
Apigenin 7- 433.1129 Positive 0.1-7 | 0.18/0.60 | y=0.002935x +0.0002157 0.996
glucoside
Chrysin 253.0506 | Negative | 0.1-7 | 0.21/0.69 y=0.02735x - 0.001414 0.996

Ellagic Acid 300.99899 Negative 0.1-7 0.29/0.98 y=0.002886x + 0.0002338 0.999

Fumaric Acid 115.0037 Negative 0.1-7 0.26/0.88 y=0.001855x + 0.0005312 0.997

Hederagenin 473.36254 Positive 0.1-7 2.56/8.53 y=0.0003913x + 0.000682 1.000
Hyperoside 463.0882 Negative 0.1-7 0.33/1.09 y=0.002326x - 0.0002487 0.989

Myricetin 317.03029 Negative 0.1-7 0.13/0.45 y=0.01229x - 0.001743 0.998
Naringenin 271.0612 Negative 0.1-7 0.2/0.67 y=0.0108x + 0.001351 0.997

Quillaic acid 485.32725 Negative 0.1-7 0.08/0.28 y=0.005453x + 0.00009866 0.999

Rhamnocitrin 299.05611 Negative 0.1-7 0.16/0.53 | y=0.004362x + 0.000006084 0.998

Rutin 609.1461 Negative 0.1-7 0.25/0.85 y=0.002365x + 0.0007711 0.993

Gallic Acid 169.01425 Negative 0.5-8 0.1/0.32 y=0.06255x - 0.005573 0.999

Protoacgitgchwc 153.01933 Negative 0.5-8 0.13/0.45 y=0.6229x + 0.02947 0.999

Syringic Acid 197.04555 Negative 0.5-8 0.7/2.32 y=0.0007823x - 0.0001306 0.991

Vanilic Acid 167.03498 Negative 0.5-8 0.41/1.37 y=0.001395x - 0.000411 0.999

Ayrica sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin fenolik asit igeriklerini

gosteren kromatogramlar Sekil 4.3 ile Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ekstresinden kantitatif olarak belirlenen fenolik

asit iceriklerini belirten kromatogramlar
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Sekil 4.4. Sar1 halilenin alkol ekstresinden kantitatif olarak belirlenen fenolik asit

igeriklerini belirten kromatogramlar
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4.4, Cu?* - Cu* Indirgeme Kuvveti (CUPRAC Metodu) Bulgular

Sar1 halile meyvesinin liyofilize edilmis su ve evapore edilmis alkol ekstrelerinin kuprik
iyonlarn1 (Cu?*) indirgeme kapasitesinin, konsantrasyon ile dogru orantili olarak artisi
gozlemlendi. Sari halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinin kuprik iyonlarmi (Cu?*)
indirgeme kapasitesi farkli konsantrasyondaki (10, 20 ve 30 ug mL™) ¢ozeltilerinin 450 nm’deki
absorbanslari dlgiilerek bulundu. Sari halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleriyle beraber
kullanilan standart antioksidanlarin kuprik iyonlarmi indirgeme grafigi ¢izildikten sonra (Sekil
4.5) numuneler ve standart antioksidanlarn 20 pg mL™’de okunan absorbans degerleri Cizelge

4.4°te verilerek karsilagtirilmasi yapildi.
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Sekil 4.5. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin farkli konsantrasyonlardaki
(10, 20 ve 30 pg mL1) kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme aktivitesinin standart

antioksidanlar ile karsilastirilmasi

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri ve g¢alismada kullanilan standart
antioksidanlarin (Cu?") indirgeme aktivitesindeki siralama olgiiti BHA > sar1 halile-su > sari
halile-alkol > BHT > Troloks > a-tokoferol seklindedir.

40



4.5. Ferrik Indirgeme Kuvveti (FRAP) Bulgular:

FRAP metodunun amaci elektron vererek antioksidan aktivitesinin belirlendigi yontemdir.
Yontemde oncelikle ferrik iyonlar (Fe*) ferrdz iyonlarma (Fe?*) indirgenir. Elde edilen ferroz
(Fe?*) iyonlarida Tripiridil triazin ile mavi renkli bir yap1 olusturur. Elde edilen mavi renkli yapi
maksimum absorbans degerini 593 nm’de verir. Sari halilenin liyofilize edilmis su ve alkol
ekstreleri FRAP deneyine gore Fe**’iin Fe?*’ye indirgeme kapasitesi, ve standart antioksidanlarin
konsantrasyou ile dogru orantili sekilde arttig1 gozlendi (Sekil 4.6). Sar1 halilenin liyofilize edilmis
su ve alkol ekstreleri ve ¢alismada kullanilan standart antioksidanlarin FRAP metoduna gore
indirgeme aktivitesindeki siralama 6lgiitii BHA > sar1 halile-alkol > Troloks > sar1 halile-su > o-
tokoferol > BHT seklindedir. Numuneler ve standart antioksidanlarin 20 pug mL'’de okunan

absorbans degerleri Cizelge 4.4’°te verilerek karsilastirilmasi yapildi.
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Sekil 4.6. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin farkli konsantrasyonlardaki
(10, 20 ve 30 pg mL?') FRAP metoduna indirgeme aktivitesinin standart

antioksidanlar ile karsilagtirilmasi
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4.6. Fe3*-Fe?* Indirgeme Kuvveti Bulgular

Bu metotta sar1 renkteki test ¢oOzeltisi ortamda bulunan numunelerin antioksidan
aktivitelerinin azalmasinin etkisiyle ¢esitli tonlarda mavi ve yesil renge doniismektedir (Giilgin
vd., 2006). Metotta kullanilan sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresi konsantrasyon
ile dogru orantili bir sekilde artmaktadir. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin
farkli konsantrasyonlardaki (10, 20 ve 30 pug mL™) cozeltilerin 700 nm’deki absorbanslart
Olgiilerek gozlendi (Sekil 4.7). Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri ve ¢alismada
kullanilan standart antioksidanlarin ferrik iyonlarmi (Fe®*) indirgeme kuvvetlerinin siralama
Ol¢iiti BHA > sar1 halile-su > sar1 halile-alkol > Troloks > BHT > a-tokoferol seklindedir.

Numuneler ve standart antioksidanlarin 20 pg/ml’de okunan absorbans degerleri Cizelge 4.4’te

verilerek karsilastirilmasi yapildi.

Absorbans (700 nm)
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4.7. Sart halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin farklh

konsantrasyonlardaki (10, 20 ve 30 pug mL™) ferrik iyonlarmi (Fe®*)

indirgeme kuvvetinin standart antioksidanlar ile karsilastiriimasi
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Cizelge 4.4. 20 ug mL? konsantrasyonda sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin
ferrik iyonlarin1 (Fe®*") ve kuprik (Cu?") iyonlarmi indirgeme kapasitelerinin ve
FRAP metoduna gore ferrik iyonlarmi (Fe®") indirgeme kapasitelerinin standart

antioksidanlar ile karsilastiriimasi

Antioksidanlar Fe3* Indirgeme CUPRAC Metodu FRAP Metodu
(700 nm) (450 nm) (593 nm)
BHA 1,986 2,141 1,941
BHT 1,286 1,166 0,915
a-Tokoferol 0,710 0,688 1,191
Troloks 1,426 0,974 1,821
Sar1 halile-Su 1,755 1,536 1,773
Sar1 halile-Alkol 1,721 1,492 1,838

4.7. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Bulgulari

DPPH serbest radikali ile ilgili hesaplamalar asagida verilen esitlik kullanilarak yapildi.
DPPH- giderme aktivitesi (%) = [1-(As17v)/ As17())] X100

DPPH karisimina 6rnek aktirildiktan sonra okunan absorbans degeri Asi7(n) ifade ederken,
A517(k) yalnizca DPPH serbest radikal karigimi bulunduran kontrol ¢dzeltisinin absorbans degerini

gosterir. Yapilan ¢alismada BHA, BHT, a-tokoferol ve Troloks standart antioksidan bilesiklerinden

yararlanildu.

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri kullanilarak hazirlanan ¢ozeltilerin
DPPH serbest radikali giderme aktiviteleri sekil 4.8’de goriildiigl lizere konsantrasyona bagli bir

sekilde arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin farklhi
konsantrasyonlardaki (10, 20 ve 30 pg mL™t) DPPH serbest radikali giderme
aktivitelerinin BHA, BHT, a-tokoferol ve Troloks gibi standart

antioksidanlar ile karsilastirilmasi

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri ve c¢alismada kullanilan standart
antioksidanlarin DPPH serbest radikali giderme aktivitesindeki siralama olgiiti Troloks > sari
halile-alkol > sar1 halile-su > BHA > a-tokoferol > BHT seklindedir. Ayrica sar1 halilenin

liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinin ICso degerleri Cizelge 4.5’te gosterildi.

4.8. ABTS™ Giderme Aktivitesi Bulgulari

ABTS™ giderme aktivitesi de DPPH gibi sulu ¢ozeltilerde, ekstrelerde veya saf maddelerin
radikal giderme aktivitelerinde ¢ogunlukla kullanilan yontemlerden birisidir (Miller vd., 1996;
Giilgin vd., 2007b). ABTS™ radikali giderme ile ilgili hesaplamalar asagida verilen esitlik
kullanilarak yapildu.

ABTS™ giderme aktivitesi (%) = [1-(A73an)/ A73a(<))] ¥ 100

44



ABTS™ giderme radikali igeren ¢ozeltiye numune ilavesinden sonra okunan absorbans degeri
A734(n) ifade ederken, A734k) ise sadece ABTS™ giderme radikali igeren ¢ozeltinin gostermis oldugu

absorbans degerini gosterir. Yapilan g¢alismada BHA, BHT, a-tokoferol ve Troloks standart

antioksidan bilesiklerinden yararlanildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin farkl
konsantrasyonlardaki (5, 10 ve 15 pug mL?%) ABTS* giderme
aktivitelerinin BHA, BHT, a-tokoferol ve Troloks gibi standart

antioksidanlar ile karsilagtirilmasi

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri ve calismada kullanilan standart
antioksidanlarin ABTS™ serbest radikali giderme aktivitesindeki siralama 6lgiiti BHA > sari
halile-alkol > sar1 halile-su > Troloks > BHT > o-tokoferol seklindedir. Ayrica sari halilenin

liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinin ICso degerleri Cizelge 4.5°te gosterildi.

4.9. DMPD Radikal Giderme Aktivitesi Bulgular:

Deneyde kullanilan DMPD™ oranindaki azalma alt tarafta gosterilen esitlik kullanilarak

belirlendi.

DMPD* giderme aktivitesi (%) = [1-(Asosn)/ Asos(k)) ] x100
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DMPD™ karisimina ornek aktarildiktan sonra okunan absorbans degeri Asos(n) ifade ederken,
Aso5(k) ise sadece DMPD™ igeren ¢ozeltinin gostermis oldugu absorbans degerini gosterir. Yapilan
calismada standart antioksidanlar olarak BHA ve Troloks’tan yararlanildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin farkl
konsantrasyonlardaki (10, 20 ve 30 pg mL™') DMPD™ giderme
aktivitelerinin BHA ve Troloks gibi standart antioksidanlar ile

karsilastirilmasi

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri ve calismada kullanilan standart
antioksidanlarin DMPD™ serbest radikali giderme aktivitesindeki siralama olgiitii Troloks > sari
halile-su > sar1 halile-alkol > BHA seklindedir. Ayrica sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol

ekstrelerinin ICso degerleri Cizelge 4.5’te gosterildi.
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Cizelge 4.5. Sart halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinin ABTS™, DPPH-, ve
DMPD radikali giderme aktivitelerinin ICsq degerlerinin BHA, BHT, a-tokoferol

ve Troloks gibi standart antioksidanlar ile karsilastirilmasi

Antioksidanlar DPPH- Giderme ABTS™* Giderme DMPD* Giderme
BHA 7.87 1.54 24.75
BHT 49.50 2.57 *
a-Tokoferol 11.17 6.48 *
Troloks 5.05 1.92 9.90
Sar1 halile-Su 6.79 1.69 18.24
Sar1 halile-Alkol 5.78 1.68 19.80

*DMPD™ giderme metodunda aktivite gdstermeyen iki antioksidan bilesik bu deneyde kullanilmamistir (Giilgin, 2008)

4.10. Bipiridil Metal Selatlama Aktivitesi Bulgular

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve evaporate edilmis etil alkol ekstreleriyle birlikte
kullanilan standart antioksidanlarin metal selatlama aktiviteleri bipiridil kullanilarak belirtildi.

Numunelerin absorbans degerleri 522 nm’de okundu.

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su, alkol ekstreleri ve calismada kullanilan standart
antioksidanlarin bipiridil metal selatlama aktivitesindeki siralama 6l¢iiti EDTA > BHT > BHA >
sart halile-alkol > sar1 halile-su > a-tokoferol > Troloks seklindedir. Bipiridil metal iyonlarini

selatlama aktiviteleri asagida verilen esitlikten yiizde olarak bulundu Sekil 4.11°de gosterildi.

Bipiridil metal selatlama aktivitesi (%) = [(As22K - As22n)/ As22k] x100
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Sekil 4.11. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresi, EDTA, BHA, BHT, Troloks
ve o-tokoferolun 10 pg mL? konsantrasyonda bipiridil metal iyonlarin

selatlama aktivitelerinin yiizde olarak karsilastirilmasi

4.11. Total Antioksidan Aktivitesi Bulgulari

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresi total antioksidan aktivitesi “Tiosiyanat
Metoduna” gore belirlendi. Bu metotta linoleik asit emiilsiyonunun oto-oksidasyonu sonucu
olusan peroksitler Fe?*’yi Fe®"’e vyiikseltger. Daha sonra yiikseltgenen ferrik iyonlar1 (Fe*)
tiyosiyanat (SCN") ile Fe(SCN)?* kompleksi olusturur. Elde edilen kompleksin spektrofotometrik
olarak 500 nm’de maksimum absorbans gostermesi temeline dayanir. Elde edilen yiiksek
absorbans, peroksidasiyon sonucu olusan peroksit miktarinin fazlaligin1 gosterir. Total antioksidan
aktivite sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresi 20 pg mL™? konsantrasyonundaki
emiilsiyonunun etanoldeki ¢ozeltisinin 500 nm’deki absorbansi Olgiilerek belirlenmistir (Sekil

4.12).

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin ve standart antioksidanlarin linoleik
asit emiilsiyonunun peroksidasyonu inhibe etme miktar1 asagida verilen esitlikten yiizde olarak
bulundu.
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Lipit peroksidasyonun inhibisyonu (%) = [1-(A500(N)/ A500(K))] x100

Numune veya standart antioksidanlarin linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonu igin
bulunan absorbans degerini Asoon) ifade ederken, Asook) ise linoleik asit emiilsiyonunun
peroksidasyonu i¢in bulunan absorbans degerini belirtir. Caligmada kontrol amagli standart
antioksidanlardan Troloks, BHT, a-tokoferol ve BHA’dan yararlanildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin 20 pg mL*
konsantrasyondaki total antioksidan aktivitesinin BHA, BHT, a-tokoferol

ve Troloks gibi standart antioksidanlar ile karsilastirilmasi

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin (20 pg mL™) ve standart
antioksidanlarin lipit peroksidasyonunu giderme yiizdeleri karsilastirildiginda Sar1 halile-Alkol

degerinin a-Tokoferol’den daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Sar halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin (20 pg mL?) lipit
peroksidasyonunu giderme yiizdeleri

Antioksidanlar Lipit Peroksidasyonu Inhibisyonu (%)
BHA 98.67
BHT 99.00
a-Tokoferol 91.26
Troloks 98.00
Sar1 halile-Su 89.93
Sar1 halile-Alkol 93.76
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5. TARTISMA ve SONUC

Serbest radikallerle antioksidanlar hiicre icerisinde bir dengeye sahiptirler. Hiicre
icerisinde olusan bu denge bozulur ve serbest radikallerin sayisi artarsa, antioksidanlar
hiicreyi koruyamaz hale gelir ve bunun sonucunda lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres
gibi zararlara neden olur (Giilgin vd., 2003). Serbest radikaller viicutta kanser, kalp
hastalig1, diyabet, mide iilseri gibi 100’den fazla hastaligin basrollerindedir (Gtilgin, 2010).
Antioksidanlar serbest radikallerin zararlarin1 azaltarak bu hastaliklarin olusmasini
engellemeye c¢alisir (Giil¢in, 2012). Antioksidanlarin serbest radikallere karsi aktiviteleri
sicakliga, 151k diizeyine ve substrat ¢esidine gore farkliliklar gosterir (Giilgin, 2020).

Fenolik bilesiklerdeki hidroksil gruplarinin sayisi fazladir. Bu gruplarin sayisiyiin
artmasiyla serbest radikallerin neden oldugu zararlari engellemeye calisarak antioksidan
bir 6zellik gosterirler. Bitkilerde ve bitkisel tirlinlerde fenolik bilesiklerin fazla miktarlarda

bulundugu gozlemlenmistir (Annakkaya, 2012).

Bu yiizden dogal antioksidanlar, diinya tlizerinde ¢ok fazla bilimsel arastirmaya konu
olmustur ve zamanla 6nemi katlanarak artmistir. Gelecektede Oneminin azalmayacagi
asikardir. Bu dogrultuda tez ¢alismamizda kullanilan sar1 halile (Terminalia citrina roxb. ex.
fleming) bitkisinin antioksidan ve radikal giderme aktivitelerini degerlendirmek i¢in 1,1-
difenil-2-pikril-hidrazil serbest radikal (DPPH') giderme aktivitesi, 2,2"-azino-bis(3-
etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) radikal (ABTS™) giderme aktivitesi, CUPRAC yontemi
kullamlarak (Cu*?) indirgeme yetenegi, FRAP yontemi kullanilarak Fe™® indirgeme
yetenegi, N,N-dimetil-p-fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme aktivitesi, potasyum
ferriksiyanat indirgeme metodu ile Fe™-Fe*? indirgeme kapasitesi, total flavonoid miktar:
tayini, bipiridil metal selatlama aktivitesi, ferrik tiyosiyanat metoduna gore total
antioksidan aktivite, total fenolik bilesik miktar tayini yontemleri kullanilarak antioksidan
ozellikleri arastirildi. Kullanilan yontemlerde sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol

ekstreleri yonteme gore farkli konsantrasyonlari tez ¢alismasinda kullanildi.

Laboratuvarda gergeklestirilen deneysel ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler
BHA, BHT, a-tokoferol ve Troloks gibi standart antioksidanlar ile karsilastirilmalari

yapildi.



DPPH', ABTS™ ve DMPD™ radikal giderme aktiviteleri, stirekli kullanilan basit
spektrofotometrik yontemlerdir. Koyu mor renkli DPPH- radikali, antioksidan igeren
maddeyle etkilesime girerek renksizlesmenin meydana geldigi hizli, secici ve
tekrarlanabilir bir yontemdir (Giilgin, 2020). Etil alkol igerisinde ¢o6ziinen DPPH-
radikalleri antioksidanlarin etkisiyle indirgenir. Bu indirgemen sonra radikal ozelligi
olmayan DPPH-H molekiilii elde edilir ve 517 nm’de absorbans vermez. Bu yiizden 517

nm’de 6l¢lim yapilarak aktivite tayini yapilabilmektedir (Giilgin, 2012).

Bu tez kapsaminda sari halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin DPPH-
radikali giderme aktivitelerinde ICso degerleri 6.79-5.78 pg mL? olarak hesaplandi
(Cizelge 5.1). Bu sonuclar dogrultusunda literatiirdeki farkli DPPH- radikali giderme

caligmalari ile karsilastirildigr zaman ICso degerlerinin daha diisiik oldugu belirlendi.

ABTS™ radikal giderme yonteminde ilk olarak, ABTS ve potasyum persiilfat
(K2S20g) etkilesime sokularak ABTS™ radikali elde edilir. Elde edilen ABTS™ radikalinin
maksimum absorbans verdigi 734 nm’de dlglim yapilarak aktivite tayini yapilabilmektedir

(Annakkaya, 2012). ABTS radikalleri agsagida verilen reaksiyonla meydana gelir.
K2S20g + ABTS — K2S04 + SO4"+ ABTS™

ABTS™ radikalleri DPPH radikallerine gore daha hizli reaksiyon verir. Farkli pH
seviyelerinde kullanilmaya elverislidir (Giilgin, 2012). ABTS™ radikal giderme yontemi de
DPPH" radikali giderme yontemi gibi siklikla kullanilan bir metottur.

Bu tez kapsaminda sar halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin ABTS™
radikali giderme aktivitelerinde ICso degerleri 1.69-1.68 pg mL™ olarak hesaplandi
(Cizelge 5.1). Calismada kullanilan standart antioksidanlardan BHT, o-tokoferol ve
Troloks’tan daha diisiik 1Cso degerine sahip oldugu gozlemlendi. Bu sonuglar
dogrultusunda literatiirdeki farkli ABTS™ radikali giderme galismalari ile karsilastirildig:

zaman ICso degerlerinin daha diisiik oldugu belirlendi.

Diger radikal giderme yontemlerinden biri olan DMPD™ metodu, sar1 halilenin
antioksidan kapasitesini 6grenebilme adina uygulanan yontemlerden birisidir. DMPD™
metodunun amaci, antioksidan 6zellige sahip numune DMPD™*’ye H atomu transfer ederek

cozeltideki renkli yap1 kendini renksiz bir ¢ozeltiye doniistiiriir. Elde edilen bu ¢6zeltinin
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maksimum absorbans verdigi 505 nm’de Olciimi yapilarak aktivite tayini

yapilabilmektedir (Ak ve Giilgin, 2008).

Bu tez kapsaminda sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin DMPD™
giderme aktivitesinde ICso degerleri, calismada kullanilan BHA ve Troloks gibi standart
antioksidanlarin ICsp degerlerine yakin degerler bulunmustur. Standart antioksidanlardan
BHT ve o-tokoferol’un hidrofobik o6zelliklerinden dolayr sonuglarinda bir netlik

bulunamamastir (Giilgin, 2008). 1Csp degerleri Cizelge 5.1°de verilmektedir.

Cizelge 5.1. Sar1 halile-Su, Sar1 halile-Alkol ve standart antioksidanlarin DPPH:, ABTS™
ve DMPD™* giderme aktivitelerinin ICso (ug mL™?) degerleri

Antioksidanlar DPPH: Giderme ABTS™* Giderme DMPD™* Giderme

BHA 7.87 1.54 24.75
BHT 49.50 2.57 *
a-Tokoferol 11.17 6.48 *
Troloks 5.05 1.92 9.90
Sar1 halile-Su 6.79 1.69 18.24
Sar1 halile-Alkol 5.78 1.68 19.80

*DMPD™ giderme metodunda aktivite gdstermeyen iki antioksidan bilesik bu deneyde kullanilmamustir (Giilgin, 2008)

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde gallik asit kullanilarak total
fenolik bilesik miktar1 belirlendi (Sekil 5.1). Hazirlanan ¢ozeltiler 760 nm’de Slgiilerek
elde edilen verilerle standart grafik hazirlandi. Standart grafigin yardimiyla sar1 halilenin
liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde total fenolik bilesik miktar1 gallik asit ekivalenti

(GAE) olarak hesaplandi. Elde edilen degerler Cizelge 5.2°de verilmistir.

@) OH

HO OH
OH

Sekil 5.1. Gallik asitin kimyasal yapisi
53



Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde kuersetin kullanilarak total
flavonoid bilesik miktar1 belirlendi (Sekil 5.2). Hazirlanan ¢6zeltiler 415 nm’de olgiilerek
elde edilen verilerle standart grafik hazirlandi. Standart grafigin yardimiyla Sar1 halilenin
liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde total flavonoid bilesik miktar1 kuersetin ekivalen
(KE) olarak hesaplandi.

OH O

Sekil 5.2. Kuersetinin kimyasal yapisi

Cizelge 5.2. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinde (750 nL) fenolik
bilesiklerin gallik asit ekivalen (GAE) ve flavonoid bilesiklerin

kuersetin ekivalen (KE) olarak hesaplanan miktarlari

Ekstre Total Fenolik Total Flavonoid
(ug GAE/mg ekstre) (ug KE/mg ekstre)

Sar1 halile- Su 288.5 30.68

Sari halile- Alkol 266.0 23.20

Sart halilenin antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla 3 farkli indirgeme
kapasitesi yontemi olan (CUPRAC, FRAP, Fe®*) metotlar1 uygulandi. Calismada
uygulanan ilk indirgeme yontemi olan CUPRAC, antioksidan &zellik igeren numunelerin
ortamda bulunan neokuprinin etkisiyle kuprik iyonlarimi kupréz iyonlarina indirgenmesi
olayidir. Elde edilen ¢ozelti maksimum absorbans verdigi 450 nm’de Sl¢imii yapilarak
belirlenir. Uygulanan CUPRAC metodu kolay, maliyeti diisiik ve hizli oldugu i¢in ¢okca
tercih edilen bir yontemdir (Giilgin, 2012).

Bu tez kapsaminda sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri, ¢calismada
kullanilan standart antioksidanlarla benzer ozellikler sergiledikleri gozlemlendi. Sari
halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri (20 pg mL™) ve c¢alismada kullanilan

standart antioksidanlarin (Cu?*) indirgeme Kkapasitesinin karsilastirilmas1 yapildiginda
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BHA > Sari halile-Su > Sar1 halile-Alkol > BHT > Troloks > a-Tokoferol siralamasi elde
edildi (Cizelge 5.3).

Sar1 halilenin antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla caligmada uygulanan
ikinci indirgeme yontemi olan FRAP metodunun amaci elektron vererek antioksidan
aktivitesinin belirlendigi yontemdir. Uygulanan yontem sayesinde Fe**- Fe?*’ye indirgenir.
Elde edilen ferrdz (Fe?*) iyonlar1 Tripiridil triazin sayesinde mavi renkli yap1 olusturur.
Elde edilen mavi renkli yap1 ise 593 nm’de en yiiksek seviyede absorbans degeri okunur.
Bu metot maliyeti diisik ve kolay bir yontemdir (Han, 2012). Ayrica demirin
¢Oziiniirliiglini muhafaza etmek ic¢in kullanilan FRAP metodu asidik ortamda

gerceklestirilir (Topal, 2014).

Bu tez kapsaminda sar1 halilenin liyofilize edilmis su alkol ekstreleri, ¢caligmada
kullanilan baz1 standart antioksidanlardan daha yiiksek antioksidan &zellikler sergiledikleri
gozlemlendi. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri ve ¢alismada kullanilan
standart antioksidanlarin FRAP indirgeme Kkapasitesinin karsilastirilmasi yapildiginda
BHA > Sari halile-Alkol > Troloks > Sari halile-Su > a-Tokoferol > BHT siralamasi elde
edildi (Cizelge 5.3).

Sar1 halilenin antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla ¢alismada uygulanan son
indirgeme yontemi ise Fe*" indirgeme kuvveti metodudur. Fe** indirgeme metodunun
amaci ferrik iyonlarininin (Fe**) ferrdz iyonlarma (Fe?*) indirgeme olayidir. Bu indirgenme
kapasiteside Fe[(CN)s]*"’nin Fe[(CN)s]*"’ye indirgenmesiyle 6lciilebilir (Giilgin, 2012).
Bu metotta sar1 renkteki test ¢oOzeltisi ortamda bulunan numunelerin antioksidan
aktivitelerinin azalmasmin etkisiyle ¢esitli tonlarda mavi ve yesil renge doniismektedir

(Giilgin vd., 2006). 700 nm’de absorbans dl¢limii yapilarak belirlenir.

Bu tez kapsaminda sar1 halilenin liyofilize edilmis su alkol ekstreleri, ¢caligmada
kullamlan bazi standart antioksidanlardan daha yiiksek Fe®** indirgeme kuvveti
sergiledikleri gozlemlendi. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri ve
calismada kullanilan standart antioksidanlarin Fe®" indirgeme Kkuvveti karsilastirilmasi
yapildiginda BHA > Sar1 halile-Su > Sari halile-Alkol > Troloks > BHT > a-Tokoferol
siralamasi elde edildi (Cizelge 5.3).

Laboratuvar ortaminda yapilan caligmalar sonucunda sar1 halilenin su ve alkol

ekstrelerinin indirgeme kapasiteleri ¢alismada kullanilan standart antioksidanlarin
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bazilarindan yiiksek seviyede oldugu gozlemlendi. Sari halile-Su, Sar1 halile-Alkol ve
standart antioksidanlarm 20 pg mL™ konsantrasyonda CUPRAC, FRAP ve Fe*" indirgeme
kapasitelerinin absorbans degerleri Cizelge 5.3’te verilmektedir. Yiiksek absorbans degeri

yiiksek indirgeme kapasitesini gostermektedir.

Cizelge 5.3. Sari halile-Su, Sar1 halile-Alkol ve standart antioksidanlarm 20 pg mL*
konsantrasyonda CUPRAC, FRAP ve Fe®* indirgeme kapasiteleri

Antioksidanlar Fe3* Iindirgeme CUPRAC Metodu FRAP Metodu
(700 nm) (450 nm) (593 nm)
BHA 1.986 2.141 1.941
BHT 1.286 1.166 0.915
a-Tokoferol 0.710 0.688 1.191
Troloks 1.426 0.974 1.821
Sar1 halile-Su 1.755 1.536 1.773
Sar1 halile-Alkol 1.721 1.492 1.838

Demir minerali canli metabolizmasi i¢in 6nemli bir yere sahiptir. Fakat fazla
miktarlarda alindigi zaman hiicrede hasara neden olabilir. Ferr6z iyonlar1 canh
organizmada ROS ve serbest radikallerin sayilarint arttirarak organizmaya zarar verebilir,
bu ylizden metal iyonlarimin selatlama esasina dayanarak uygulanan bipiridil metal
selatlama metodu ferrd6z iyonu gibi tiirlerin zararlarimi 6nleyen bir yontemdir (Giilgin,
2012). Bipiridil metal selatlama aktivitesi Re ve arkadaglarinin belirledigi metoda gore
yapildi (1999). 522 nm’de absorbans 6l¢iimleri yapilarak belirlendi. Laboratuvar ortaminda
yapilan calismalar sonucunda sar1 halilenin su ve alkol ekstrelerinin (10 pg mL™) bipiridil

metal selatlama aktivitesi standart antioksidanlarla karsilagtirildi (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresi, EDTA, BHA, BHT,
Troloks ve a-tokoferolun 10 ug mL™* konsantrasyonda bipiridil metal iyonlarmni

selatlama aktivitelerinin yiizde olarak karsilastirilmasi

Yapilan c¢aligmalar dogrultusunda elde edilen sonuglar karsilastirildigi zaman

EDTA> BHT > BHA > San halile-Alkol > Sar1 halile-Su > o-Tokoferol > Troloks

siralamasi1 gozlemlendi.

Calismamizda son olarak total antioksidan kapasitesi yontemi kullanilarak sari
halilenin antioksidan aktivitesi arastirildi. Bu metodun amaci oksidatif bozulmalara neden
olan lipit peroksidasyonu gibi reaksiyonlar1 engelleyen bir bilesigin kapasitesi olarak tarif
edilmistir. Lipit peroksidasyonu engellenmedigi zaman ROS’nin etkisiyle siirekli devam
eden tepkimeler haline doniisiir. Sonug olarak organizmada istenmeyen hasarlara sebebiyet
verir. Antioksidanlar lipit peroksidasyonunu engelleyerek hasarlarina kars1 korumada ciddi

bir gorev istlenirler (Giil¢in, 2012).

Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstreleri total antioksidan aktivitesi

“Tiosiyanat Metoduna” gore belirlendi. Bu yontemde linoleik asit emiilsiyonunun oto-
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oksidasyonu sonucu olusan peroksitler ferrdz iyonlarmi (Fe?*) ferrik iyonlarma (Fe®")
yiikseltger. Yiikseltgenme sonucu elde edilen ferrik iyonlar1 (Fe**) tiyosiyanat (SCN") ile
500 nm’de maksimum absorbans veren Fe(SCN)?* kompleksini olusturur. Okunan yiiksek
absorbans degeri, peroksidasiyon sonucu olusan peroksit miktarinin yiiksek oldugunu ifade
eder. Laboratuvar ortaminda gergeklestirilen deney 12 saatte bir 6l¢iim alinarak toplam 60
saatte sonuglandi. Total antioksidan aktivite, sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol
ekstrelerinin 20 pg/mL konsantrasyonundaki ¢ozeltinin 500 nm’deki absorbansi dlgiilerek
tespit edildi. Elde edilen veriler kullanilarak absorbansa karsi inkiibasyon siiresine ait
grafik hazirlandi ve sonuglar c¢alismada kullanilan standart antioksidanlar ile

karsilastirilmast yapildi Cizelge 5.4°te verildi.

Cizelge 5.4. Sar halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin (20 pg mL™?) lipit

peroksidasyonunu giderme yiizdeleri

Antioksidanlar Lipit Peroksidasyonu inhibisyonu (%)
BHA 98,67
BHT 99,00
a-Tokoferol 91,26
Troloks 98,00
Sari1 halile-Su 89,93
Sar1 halile-Alkol 93,76

Total antioksidan yonteminde sar1 halilenin liyofilize edilmis su ekstresinin a-
tokoferol standardina yakin davrandigi, sar1 halile alkol ekstresinin ise a-tokoferol
standardindan daha yliksek lipit peroksidasyonu inhibe etme yiizdesine sahip oldugu

belirlenmistir.

Radikal giderme yoOntemlerinde literatiirdeki diger caligmalarin sonuglarina
bakildig1 zaman; DPPH c¢alismalarindaki farkli ICso degerleri, Eugonel tiirevleri 2,38-8,05
ug mL? (Topal, 2014), Turna yemisi 99,00 ug mL* (Annakkaya, 2012), Keten tohumu
27,72-25,67 ug mL* (Han, 2012) olarak elde edilmistir. Sar1 halilenin ICso degerleri
yukarida verilen ¢alismalar ile karsilastirildigi zaman yiiksek antioksidan 6zelliklere sahip

oldugunu gostermektedir.
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ABTS ¢alismalarindaki farkli ICso degerleri, Eugenol tiirevleri 9.90-15.75 ug mL?
(Topal, 2014), Kurkumin 34.9 ng mL* (Ak ve Giilgin, 2008), L-Adrenalin 30,6 ug mL?
(Giilgin, 2009a), Turna yemisi ve Mersin 86,63-46,20 ng mL* (Annakkaya, 2012), Keten
tohumu 53,30-49,50 pg mL? (Han, 2012) olarak elde edilmistir. Sar1 halilenin ICso
degerleri verilen c¢aligmalar ile karsilastirildigi zaman yiiksek ABTS™* radikal giderme

aktivitesine sahip oldugunu géstermektedir.

Yapilan bir arastirmada, Gilimiishane ilindeki cam kozalaklarinin antioksidan
aktivitelerine bakilmigtir. Glimiishane’deki ¢cam kozalaklarinin DPPH ICsq degeri (14.75 pg
mL?), ABTS degeri (12.56 ug mL™) olarak bulunmustur. Aym ¢alisma igin, LC-HRMS
metodu kullanilarak fenolik asit igerikleri olarak kuersitrin, t-taksifolin, fumarik asit ve (-)

epikatesin belirlenmistir (Topal, 2020).

Fenolik bilesikler ROS’nin hasarlarina kars1 koyan savunma mekanizmalarindan
bazilaridir. Bunun tizerine sar1 halile (Terminalia citrina roxb. ex. fleming) meyvesinin
yapraklar1 lizerine bazi antioksidan arastirmalar yapilmistir. Yapilan bir arastirmada sari
halile meyvesinin yapraklar1 metil alkol ile ¢oziinmesi gergeklestirilmistir. Antioksidan
aktivite belirleme ¢aligmasinda, total fenolik bilesik miktar1 (190.23+5.24) GAE/g, total
flavonoid bilesik miktar1 (99.51+£0.221) QE/g degerlerini gostermistir, ayrica total
antioksidan kapasitesi (10.17+0.02) mg olarak belirlenmistir (Das vd., 2015). Bu tezin
diger calismalardan farki; sar1 halilenin yapragi degilde meyvesi kullanilmistir, 10 farklh
antioksidan yontemi uygulanmis ve fenolik asit igeriginin belirlenmesi i¢in LC-HRMS

metodu uygulanmistir, yontemlerde hem etil alkol hemde su ekstreleri kullanilmastir.

Sonuglara bakildigi zaman sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstresinin
radikal giderme aktivitelerinde, standart antioksidanlardan Troloks antioksidanina yakin
degerler gostermistir ama ABTS™ metodunda Troloks standardindan daha iyi sonug
vermistir. Indirgeme kapasitesi metotlarina bakildig1 zaman BHA standard: gibi davrandig
ve diger standartlardan daha iyi indirgeme kapasitesine sahip oldugu gozlemlenmistir.
Ayrica selatlama aktivitesi degerlendirildigi zaman a-tokoferol ve Troloks standartlarindan
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Sar1 halilenin fenolik asit icerigi LC-HRMS analiz
metodu kullanilarak belirlendi. Sar1 halilenin liyofilize edilmis su ve alkol ekstrelerinden

belirlenen 16 tane fenolik bilesik incelendiginde, su ekstresinde en yiiksek fenolik bilesik
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miktarlar1 olarak Syringic asit (17.227 mg g?) ve Ellagic asit (8.823 mg g?), alkol
ekstresinde ise Ellagic asit (39.940 mg g?) ve Syringic asit (27.339 mg g?) degerleri

bulunmustur.
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