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ÖZET 

 

Hippophae Rhamnoides (Çalı Gagası) ve Juniperus Drupacea (Andız) Bitkilerinin 

Çeşitli Ekstrelerinin Antioksidan Aktivitelerinin Araştırılması 

 
Amaç: Bu çalışmada, Mersin yöresinde yetişen Juniperus Drupacea ve Erzurum 

yöresinde yetişen Hippophae Rhamnoides bitkilerinin meyve kısımlarından elde edilmiş 

farklı polarlıktaki çözücü sistemlerindeki ekstrelerinin antioksidan özelliklerinin ve 

ratlardaki karaciğer toksisitesi üzerine etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.   

Materyal ve Metot: Antioksidan aktivite analizlerinde, radikal giderme 

yöntemi, indirgeme kuvveti yöntemi ve metal kelatlama yöntemleri kullanıldı. 

Örneklerin toplam fenolik bileşik miktar tayinleri de folin ciocalteu reaktifi kullanılarak 

yapıldı. Rat karaciğerinde α-tokoferol ve retinol miktar tayinlerinde UV ve floresans 

dedektörlü HPLC yöntemi kullanıldı. HPLC’de gradient elüsyon, metanol/asetonitril/su 

oranlarından oluşan hareketli faz, C18 kolon, 1 mL/dk akış hızı ve 10 µL enjeksiyon 

hacmi çalışma parametreleri kullanıldı. 

Bulgular: Analizlerde kullanılan yöntemler geliştirilip yöntem geçerlilik testleri 

yapıldı. Her üç yöntemin doğruluk (% BH) değerleri % 4.80‘den ve kesinlik (% BSS) 

değerleri % 8.42’den küçük, dokudan analitik geri kazanım değerleri % 104.80-% 

92.467; α-tokoferol ve retinolün UV ve floresans dedektörlü yöntem için LOD değerleri 

sırasıyla 0.220-0.053 µg/mL ve 0.025-0.050 µg/mL, LOQ değerleri ise sırasıyla 0.712-

0.150 µg/mL ve 0.100-0.257 µg/mL olarak belirlendi.  

Sonuç: Juniperus Drupacea ve Hippophae Rhamnoides bitki ekstrelerinin bu 

çalışmamızda belirli derecede antioksidan aktivite gösterdikleri, özellikle andızın 

eterdeki ve çalı gagasının sudaki ekstrelerinin karaciğer hasarını azaltmada etkili 

oldukları tespit edildi. Antioksidan oldukları bilinen ve karaciğer dokularında bulunan 

α-tokoferol ve retinolün HPLC-UV ve floresans dedektör kullanılarak kalitatif ve 

kantitatif analizlerinin yapılabileceği ve bu vitaminlerle ilgili ileride doku ile ilgili 

yapılacak çalışmalarda bu yöntemlerin kullanılabileceği düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, hippophae rhamnoides, HPLC, 

juniperus drupacea.  
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ABSTRACT 

 

Investigation that Antioxidant Activity of Various Extracts of Hippophae 

Rhamnoides and Juniperus Drupacea  

 

Aim: It was aimed to determine antioxidant activity of  fruit parts of plants 

which are  the Juniperus Drupacea grown in Mersin region and Hippophae Rhamnoides 

grown in Erzurum region  and their effects on liver toxicity in rats.  

 Material and Method: Radical scavenging, electron reducing power and metal 

chelating methods were used in antioxidan activity analysis. Total phenolic content 

quantitation were carried out by folin-ciocalteu reagent. In quantitative determination of 

α-tokoferol and  retinol,  HPLC- Uv-Visible and fluorescence detectors were used in rat 

liver samples. HPLC instrument.  Gradient elution, methanol/acetonitrile/water mobil 

phase mixture, C18 column, 1 mL/min flow rate and 10 µL injection volume parameters 

were preffered for analysis.  

Results: UV-Görünür Bölge Spectrophotometer and HPLC methods developed 

after method validation tests were performed. Accuracy of the three methods (% BH) 

values of % 4.80 and precision (% RSD) values less than % 8.42.   It was determined 

average analytical recovery value from tissue using UV detector and flourescence 

detector  respectively, % 104.80 and % 92.467. HPLC method with UV, fluorescence 

detectors for tocopherol and retinol LOD values respectively, 0.220-0.053 and 0.025-

0.050 µg/mL LOQ values were 0.712-0.150 and 0.100-0.257 µg/mL was detected.  

Conclusion: It was detected that Juniperus Drupacea and Hippophae 

Rhamnoides extracts show  certain degree of antioxidant activity, particularly Juniperus 

Drupacea ether and Hippophae Rhamnoides water extract to be effective in liver 

damage. As antioxidants are known and found in liver tissue α-tocopherol, retinol in the 

blood of our appreciation of the qualitative and quantitative analysis can be done using 

HPLC-UV and fluorescence. 

Key Words: Antioxidant activity, hippophae rhamnoides, HPLC, juniperus 

drupacea. 
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H.R.  : Hippophae Rhamnoides (Çalı Gagası) 

IC50  : % 50 Azalmaya Neden Olan Derişim 

IM  : İntramüsküler 

IR          : İnfrared 

IS  : İnternal Standart 

J.D.  : Juniperus Drupacea (Andız Bitkisi) 

Jom  : Juniperus Oxycedrus L. Macrocarpa 

Joo  : Juniperus Oxycedrus 

L            : Litre 

LC  : Sıvı Kromatografisi 

LC-MS : Sıvı Kromatografisi-Kütle Spektrometrisi 

LC-MS/MS : Sıvı Kromatografisi-Ardışık Kütle Spektrometrisi 

LDL-C : Düşük Dansisiteli Lipoprotein Kolesterol 

LOD  : Gözlenebilme Sınırı 

LOQ  : Miktar Tayin Alt Sınırı 

LR  : Lineer Regresyon 

µg  : Mikrogram 

µL                   : Mikrolitre 

mg  : Miligram 

mL         : Mililitre 

mm             : Milimetre 



 

X 

 

 

mM             : Milimolar 

mmol  : Milimol 

M          : Molarite 

ng          : Nanogram 

NMR  : Nükleer Manyetik Rezonans 

PG  : Propil Gallat 

PRF  : Fenolik Yüksek Fraksiyonları 

R  : Korelasyon Katsayısı 

RNA  : Ribonükleik Asit 

rpm  : Dakikadaki Devir Sayısı 

°C  : Santigrat Derece 

Sa                              : Regrasyon eğrisindeki kaymanın standart sapması 

Sb             : Regrasyon eğrisindeki eğimin standart sapması  

SS  : Standart Sapma 

S/G  : Sinyal/Gürültü Oranı 

T  : Geçirgenlik 

TC  : Total Kolesterol  

TBHQ  : Tersiyer Bütil Hidrokinon  

TFA  : Trifloro Asetik Asit 

TG  : Trigliserit 

UV  : Ultra Viyole 

 

 

 

 



 

XI 

 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil No                      Sayfa No 

Şekil 2.1.  Hippophae Rhamnoides bitkisi  4 

Şekil 2.2.  Juniperus Drupacea  bitkisi     4 

Şekil 2.3.  Serbest radikallerin neden olduğu hastalıklar  7 

Şekil 2.4. Elektromanyetik ışınların sistematik olarak tanımlanması  21 

Şekil 2.5. Bir molekülde elektronik, titreşim ve dönme enerji seviyelerini 

                 gösteren enerji diyagramı   22 

Şekil 2.6. Absorblayan bir çözeltiye giren ışının Po şiddetinde girişi ve P  

                şiddetinde çıkışı  23 

Şekil 2.7. Kromatografinin hareketli ve sabit faza göre sınıflandırılması  25 

Şekil 2.8. Tek bir bileşik için tipik bir kromatogram  26 

Şekil 2.9. HPLC cihazının şematik gösterimi  29 

Şekil 2.10. DPPH’ın molekül yapısı  33 

Şekil 3.1. J.D. ve H.R. bitkilerinin ekstraksiyon şeması  40 

Şekil 4.1. H.R. bitkisinin eter, etanol, su ekstreleri ile standartların serbest  

                radikal giderme aktiviteleri  46 

Şekil 4.2. J.D. bitkisinin eter, etanol, su ekstreleri ile standartların serbest  

                radikal giderme aktiviteleri  46 

Şekil 4.3. Askorbik Asit, BHA ve α-tokoferol ile H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, 

                etanol ve su ekstrelerinin serbest radikali giderme aktiviteleri  47 

Şekil 4.4. H.R. bitkisi eter, etanol ve su ekstreleri indirgeme kuvvetlerinin  

                derişime bağlılığı  48 

Şekil 4.5. J.D. bitkisi eter, etanol ve su ekstrelerinin indirgeme kuvvetlerinin  

                derişime bağlılığı  48 



 

XII 

 

 

Şekil 4.6. Retinol, α-tokoferol ile J.D. ve H.R.bitkilerinin eter, etanol ve su 

                ekstrelerinin 100 μg/mL derişimlerindeki indirgeme kuvvetleri   49 

Şekil 4.7. J.D. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe
2+ 

 iyonlarını 

                 kelatlama aktiviteleri  50 

Şekil 4.8.  H.R. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe
2+ 

 iyonlarını 

                  kelatlama aktiviteleri  50 

Şekil 4.9. H.R ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin 5 mg/mL  

                derişimde Fe
2+ 

iyonlarını kelatlama aktiviteleri  51 

Şekil 4.10. Gallik asidin standart eğrisi  51 

Şekil 4.11. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL α-tokoferol standart 

                  çalışma çözeltisinin HPLC-UV kromatogramı  53   

Şekil 4.12. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL α-tokoferol standart  

                  çalışma çözeltisinin HPLC- Floresan kromatogramı  53 

Şekil 4.13. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL retinol standart çalışma 

                  çözeltisinin HPLC-UV kromatogramı  54 

Şekil 4.14. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL retinol standart çalışma 

                  çözeltisinin HPLC-Floresans kromatogramı  54 

Şekil 4.15. HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen α-tokoferol standart  

                  Çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi  55 

Şekil 4.16. HPLC-UV yöntemi ile elde edilen α-tokoferol standart çalışma  

                  çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi   56  

Şekil 4.17. HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen retinol standart çalışma 

                  çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi  56 

Şekil 4.18. HPLC-UV yöntemi ile elde edilen retinol standart çalışma  

                   çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi  57 



 

XIII 

 

 

 

Şekil 4.19. 200 µg/mL derişimde IS ve 10 µg/mL derişimdeki retinol içeren  

                  doku çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-UV kromatogramı.. 60 

Şekil 4.20. 200 µg/mL derişimde IS ve 10 µg/mL derişimdeki retinol içeren  

                  doku çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-Floresans  

                  kromatogramı  61 

Şekil 4.21. 200 µg/mL derişimde IS ve 30 µg/mL derişimdeki α-tokoferol 

                  içeren doku çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-Floresans  

                  kromatogramı  61 

Şekil 4.22. 200 µg/mL derişimde IS ve 30 µg/mL derişimdeki α-tokoferol 

                  içeren doku çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-UV 

                  kromatogramı  62 

Şekil 4.23. Kontrol grubu dokunun HPLC-UV kromatogramı  61 

Şekil 4.24.  Doku çalışmasında HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen retinol 

                   standart çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi  63 

Şekil 4.25. Doku çalışmasında HPLC-UV yöntemi ile elde edilen retinol  

                  standart çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi  64 

Şekil 4.26. Doku çalışmasında HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen  

                  α-tokoferol standart çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi   64 

Şekil 4.27. Doku çalışmasında HPLC-UV yöntemi ile elde edilen α-tokoferol  

                  standart çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi  65 

 

 

 

 



 

XIV 

 

 

TABLOLAR DİZİNİ 

Tablo No                      Sayfa No 

Tablo 2.1. Karakteristik Serbest Radikaller  6 

Tablo 3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar  36 

Tablo 3.2. Çalışmada Kullanılan Alet ve Cihazlar  37 

Tablo 3.3. Deney Hayvanlarının Gruplandırılması  41 

Tablo 3.4. HPLC Yöntem Şartları   44 

Tablo 4.1. H.R. ve J.D. Bitkilerinin Eter, Etanol ve Su Ekstreleri İle  

                 Standartların (α-tokoferol, BHA,Askorbik Asit) 100 µg /mL DPPH 

                 Giderme Aktivitesi (n=6)  45 

Tablo 4.2. J.D. ve H.R. Bitkilerinin Eter, Tanol  ve Su Ekstrelerinin İndirgeme  

                  Kuvveti Değerleri (n=6)  47 

Tablo 4.3. J.D. ve H.R. Bitkilerinin Eter, Etanol ve Su Ekstrelerinin Fe
+2  

                  İyonlarını Kelatlama Aktiviteleri (n=6)  49  

Tablo 4.4. H.R. ve J.D. Bitkilerinin Eter, Etanol ve Su Ekstrelerinin Fenolik 

                   Bileşiklerinin Eşdeğer Gallik Asit Olarak Miktarı (n=6)  52 

Tablo 4.5. α -Tokoferol Ve Retinol Standart Maddeleri İle Hazırlanan Standart  

                   Çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrilerine ait istatistiksel analiz  

                   Değerleri  58 

Tablo 4.6. Retinol İçin HPLC-UV Yönteminin Doğruluk ve Kesinlik Değerleri. 59 

Tablo 4.7. Retinol İçin HPLC-Floresans Yönteminin Doğruluk ve Kesinlik  

                  Değerleri  59 

Tablo 4.8. α-Tokoferol İçin HPLC-Floresans Yönteminin Doğruluk 

                  ve Kesinlik Değerleri  59    

 



 

XV 

 

 

Tablo 4.9. α-Tokoferol İçin HPLC-UV Yönteminin Doğruluk ve Kesinlik 

                   Değerleri  60 

Tablo 4.10. Doku Örneklerinden Ekstrakte Edilen  - α-Tokoferol ve Retinol 

                    İçin Hazırlanan Kalibrasyon Eğrilerine Ait İstatistiksel Analiz  

                    Değerleri.  65 

Tablo 4.11. Doku Örneklerinde Retinol İçin HPL- Floresans Yönteminin 

                    Doğruluk ve Kesinlik Değerleri  67 

Tablo 4.12. Doku Örneklerinde Retinol İçin , HPLC-UV Yönteminin Doğruluk 

                    ve Kesinlik Değerleri  67 

Tablo 4.13. Doku Örneklerinde α-Tokoferol İçin HPLC-Floresans Yönteminin 

                    Doğruluk ve Kesinlik Değerleri  68 

Tablo 4.14. Doku Örneklerinde α -Tokoferol İçin HPLC-UV Yönteminin  

                    Doğruluk ve Kesinlik Değerleri  68 

Tablo 4.15. Hayvan Gruplarında Retinol ve  α-Tokoferol Analiz Sonuçları  69 

Tablo 4.16. Hayvan Deney Gruplarının ALT ve AST Bulguları  70 

 

 



 

1 

 

 

1. GİRİŞ 

Bitkilerin tedavi amacıyla kullanılması ilk uygarlıklara kadar uzanmaktadır. 

Dünya üzerinde yetişen 250.000 çiçekli bitkinin bugüne kadar yaklaşık %5-10’u etken 

madde bakımından araştırılmıştır.
1
 Ülkemiz florasında yaklaşık 8500 bitki türü 

yetişmekte ve bunlardan yalnız 650 kadarı tedavi amacıyla kullanılmaktadır. Henüz bu 

bitkilerin antioksidan bileşik varlığı yönünden düzenli olarak incelenmesi 

yapılmamıştır. Bitkilerde bulunan bazı doğal kimyasallar insan organizması için 

tehlikesiz antioksidanlar olarak daha çok dikkat çekmekte ve bunlara karşı olan talep 

artmaktadır. Çünkü bu bitkiler çok eskilerden bu yana insanlar ve hayvanlar tarafından 

tüketilmektedirler.
2
 

Aktif oksijen türleri olan süperoksit (O2
•
), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil 

radikali (HO
•
) normal metabolizmanın yan ürünleridirler. Bu reaktif oksijen türlerinin 

zararlı etkisi olduğu bilinmektedir. Bunlar lipidler, proteinler, enzimler, Deoksi 

Ribonükleik Asit (DNA) ve Ribonükleik Asit (RNA) gibi biyomoleküllere atak yaparak 

bir seri dejeneratif hasarlara neden olurlar.
3-5

 DNA hasarı ise kanser oluşumunun en 

önemli faktörlerinden biridir.
6 

Lipidlerin peroksidasyonu ile yaşlanma, kanser, diabet, 

kalp-damar hastalıklarını da içine alan çok sayıda dejeneratif hastalıklar arasında belirli 

bir ilişki vardır.
7-10

 Bu sebeple, lipidlerin peroksidasyonunun önemli inhibitörü olan 

antioksidanlara, yalnız besin ürünlerinin değil, aynı zamanda canlı hücrelerin de 

oksidatif zedelenmelerine karşı önemli koruyucuları olarak bakılmaktadır. Oksidasyonu 

önlemek için besin endüstrisinde bütillenmiş hidroksianizol (BHA), bütillenmis 

hidroksitoluen (BHT), tersiyer bütil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) gibi 

sentetik antioksidanlar daha ucuz ve etkili oldukları için kullanılırlar. Ancak BHA ve 

BHT gibi sentetik antioksidanların karsinojenik oldukları düşünüldüğü için bunların 

besinlerin korunmasında kullanılmaları sınırlandırılmıştır.
11

 Bu yüzden son yıllarda 
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özellikle bitki kökenli antioksidan kaynaklarının kullanımında büyük bir artış vardır.
12

 

Bu doğal antioksidanlar bilimsel araştırmalarda önemli bir yer tutmaya başlamıştır.
13

  

Bazı bitkilerin iyi bilinen antioksidan bileşikler olan vitamin C, vitamin E ve 

karotenoidleri sentezleme yeteneğine sahip oldukları bilinmektedir. Bu doğal 

antioksidanlar biyolojik sistemlerde DNA, proteinler ve membran lipidlerini 

oksitleştirici hasarlardan koruyarak ve hastalıkları önleyerek insan sağlığına daha fazla 

katkıda bulunabilirler.
14 

Ancak doğal flora bitkilerinin çok az miktarı antioksidan 

belirleme yönünden incelenmiştir. Bu çalışmamızda doğal antioksidan kaynaklarını 

araştırmaya katkıda bulunmak amacıyla ülkemizde Mersin yöresinde yetişen andız 

(Juniperus Drupacea) ve Erzurum yöresinde yetişen çalı gagası (Hippophae 

Rhamnoides) bitkileri seçilmiştir. 

Bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini belirlemek için kullanılan 

yöntemlerin çoğu sistemde oluşturulan radikal türlerinin antioksidanlar varlığında 

ortadan kaldırılmasına dayanan yöntemlerdir.
15

 Bu çalışmamızda, radikal giderme 

yöntemiyle birlikte bu yöntemi destekleyen indirgeme kuvveti ve oksidasyon sürecini 

hızlandıran metal iyonlarını kelatlama aktivitesi ölçümlerini de yapmak istedik. Bu 

aktivitelerin kaynağı olarak bitkilerdeki fenolik bileşikler düşünülebileceğinden fenolik 

bileşik miktar tayini yapılarak çalışmamızın güvenilirliği artırılmaya çalışılmıştır. 

Biz çalışmamızda Juniperus Drupacea (J.D.) ve Hippophae Rhamnoides (H.R.) 

bitkilerinin çeşitli çözücü sistemlerindeki ekstrelerinin antioksidan özelliklerinin ve 

ratlardaki karaciğer toksisitesi üzerine etkilerinin belirlenmesi ve ayrıca antioksidan 

aktivite gösteren vitamin E ile vitamin A’nın dokuda HPLC ile eş zamanlı olarak 

analizinin yapılması amaçlanmıştır. Ekstrelerin aktiviteleri standart antioksidanların 

(BHA, vitamin C, vitamin E) aktiviteleri ile karşılaştırılarak ne ölçüde etkili ve yeterli 

olduklarının belirlenmesi hedeflenmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Hippophae Rhamnoides ve Juniperus Drupacea Bitkilerinin Botanik 

Özellikleri 

Elaeagnaceae familyası üç cins, Elaeagnus L., Hippophae L. ve Shepherdia 

içerir. Elaeagnus cinsinin yaklaşık 45 tanımlanmış türü vardır ve Elaeagnus, Kuzey 

Amerika ve Avrasya boyunca bulunur. Bazı türler Avustralya ve Batı Kuzey 

Amerika'da da yetişmektedir. Hippophae cinsinin 3 türü ve Shepherdia cinsinin de 3 

türü bulunmaktadır. Hippophae Rhamnoides, Hippophae cinsinin alt türüdür. 

Myrtflores-Thymelaelas takımında Elaeagnaceae familyası üyesi Hippohae Rhamnoides 

Türkiye'de yaklaşık 2000 m rakımda değişik iklim şartlarında yetişir (Şekil 2.1). 

Bitkinin yöresel isimleri; çişkan, çalı gagası (Erzurum), cıcılık, yalancı iğde, çıçırgan, 

çay çalısı, (Ilgaz) ve Sincan çalısıdır (Sivas). Tohumla ve vegetatif çoğalmayla basitçe 

kültüre alınır. Eğimli kısımlarda toprağı tutma kabiliyeti ile kumlu kısımlarda ise rüzgâr 

etkisi ile kumul kütle ilerlemesini durdurabilir. Kök kısımlarında azot içeren 

mikroorganizmaları vardır, bu sebepten çakıl ve kumların da bulunduğu kurak derelerde 

de yetişebilir. Bitki topraktaki çözünmeyen organik ve mineral bileşikleri daha 

çözünebilir maddelere dönüştürebilir. H.R. 10 m yükseklikte, kış aylarında yaprakları 

dökülen, dikenli bir bitkidir. Yaprakları ince, sapı olmayan, 3 ila 6 cm uzunlukta, gri 

renkli, meyveleri 3 ile 7 mm boyutunda, turuncu renkli tek tohumlu, tadı ise ekşidir. 

Yaprakları boğumlu, üst kısmı koyu yeşil-gri, alt kısmı sarımsı veya beyazdır, parlaktır. 

Küçük çekirdekli meyvesinin rengi sarımsı veya kırmızı, tadı ekşimsidir. Meyvesi şıralı, 

yumuşak ve kolay ezilebilir. Ham madde için olgunlaşmış meyvesi toplanır. Meyveleri 

soğuk havada (-15°C) çırpılma suretiyle toplanır. Bu bitkiler A, E, C ve B gurubu 

vitaminleri, flavonik glikozitleri, karotenleri ve organik asit türevlerini (malik asit vb.) 

içerir.
16
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Şekil 2.1. Hippophae Rhamnoides bitkisi.
17

 

Bugüne kadar yapılan araştırmalarda, çalı gagası bitkisinde özellikle vitamin, 

flavonoid, yağ ve aminoasit içerikli madde varlığı tespit edilmiştir. Toplumda çeşitli 

amaçla kullanılan H.R.’nin deri, bağırsak, mide ve yel hastalıklarında, avitaminozda, 

kötü huylu şişlerin iyileşmesinde kullanımları da literatürde yer almaktadır.
18

 

 

Şekil 2.2. Juniperus Drupacea bitkisi.
19 
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 Andız,  Cupressaceae (Pul yapraklılar) ailesi üyesidir. Pul yapraklılar ailesi; çok 

dallanan, sürekli yeşil, küçük ağaç veya yerde bulunan çalılar halindeki bitkilerdir 

(Şekil.2.2). Bazılarında yapraklar iğne, bazılarında ise pul şeklindedir. Diğer 

familyalardan farklı olarak sürgünlere karşılıklı olarak yerleşmişlerdir. Hiçbir türün 

odununda reçine kanalı yoktur. Pul yapraklılar kozalak ve sürgün yapıları açısından 

Juniperoideae, Cupressoideae ve Thujoideae diye 3 alt ailede sınıflandırılır. Andız 

cinsi, Juniperoideae alt ailesindendir. Andız, bir cinsli, erkek ve dişi çiçekleri farklı 

ağaçlarda yer alan bir ağaç cinsidir. Bazı botanikçiler andızı ardıçların (Juniperus L.) 

üyesi olarak kabul ederler. Ancak tohumların serbest olmayışı kozalak yapısı ve pullarla 

örtülü tomurcuklara sahip olması nedeniyle ardıçlardan farklıdırlar. Andız, cinsinde 

yaşayan tek türdür. Andız; 25 m uzunluk ve 50 cm yarıçapa ulaşabilen, genellikle 

piramidal tepe formuna sahip bir orman ağacıdır. Yumurta şeklindeki tomurcukları sivri 

pullarla kaplıdır. Boyları 1-2.5 cm aralığında olan geniş iğne şeklindeki yapraklarının uç 

kısımları batıcı ve sivridir. Üst kısımlarında yoğun iki beyaz stoma bandı bulunur. Dişi 

çiçekler üçerli çevresel dizilmiş fazlaca pullardan meydana gelmiştir. Kozalaklar 

oldukça büyüktür (2-2.5 cm) ve ikinci yılda olgunlaşır.  

2.2. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller bir ya da birden çok eşleşmemiş elektron bulunduran atom 

veya moleküllerdir. Bu tip maddeler ortaklanmamış elektronun varlığından dolayı 

oldukça aktiflerdir.  

Biyolojik sistemlerde yer alan en önemli serbest radikaller, reaktif oksijen türleri 

olan radikallerdir. Oksijenin elektronlarının ikisi eşleşmemiştir. Bu sebeple oksijen 

bazen bir diradikal gibi değerlendirilmektedir. Oksijenin bu özelliği onun diğer serbest 

radikallerle kolayca reaksiyona girmesini sağlar. Radikal dışındaki maddelerle ise 
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reaksiyona girme eğilimi daha azdır. Oksidasyon sürecinde oluşan karakteristik serbest 

radikaller Tablo 2.1’de sunulmuştur. 

Tablo 2.1. Karakteristik serbest radikaller 

                     Oksidasyon Sürecindeki Karakteristik Serbest Radikaller 

 H
•
 – Hidrojen atomu En basit serbest radikal 

 HO
•
 – Hidroksil 

Oksijen-merkezli yüksek aktiviteli radikal,                 

vücuttaki tüm moleküllere saldırır. 

 ROO
•
 – Peroksil Oksijen-merkezli radikal 

 RO
•
  -  Alkoksil Peroksitlerin parçalanması sırasında oluşur 

 R
•
 - Lipid radikali 

Lipid molekülünden H
•
   ayrılması sonucu 

oluşur 

 

Serbest radikallerin birçok hastalıklara neden oldukları bilinmektedir. Bunların 

başında ise günümüzün en ciddi hastalığı olan kanser gelmektedir. Serbest radikallerin 

neden olabileceği bazı hastalıklar Şekil 2.3’de verilmiştir. 

2.3. Lipidlerin Oksidasyonu 

 Lipidlerin oksidasyonu çeşitli radikaller içeren karmaşık bir zincir 

reaksiyonudur. Oksitlenme süreci ışık, hava, sıcaklık, substratın fiziksel ve kimyasal 

özelliklerinden, oksitlenme katalizörlerinin ve uyarıcıların varlığından önemli derecede 

etkilenir.
20

 Lipidlerin peroksidasyonu lipidli besinlerin ve yağların acılaşmasına, tat ve 

kalite bozukluklarına neden olan başlıca süreçtir.
21,22

 

Yağların oksidasyonu uyarılma, ilerleme ve sonlanmadan oluşan üç basamaklı 

bir zincir reaksiyonudur.  
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Şekil 2.3. Serbest radikallerin neden olduğu hastalıklar.  

 

2.4. Antioksidanlar ve Sınıflandırılmaları 

Antioksidanlar, lipid peroksidasyonun başlangıç ve/veya ilerleme basamağını 

önleyen ya da yavaşlatan maddelerdir. Antioksidanlar aynı zamanda hücrelerde 

oksitlenebilen maddelerin oksidasyonunu önleme veya yavaşlatma yeteneğine de 

sahiptirler.
23

 Bu nedenle de antioksidanlara çeşitli alanlarda büyük ihtiyaç 

duyulmaktadır. Antioksidanlar, kaynaklarına göre doğal ve sentetik olmak üzere iki 

gruba ayrılırlar. 

2.4.1. Doğal Antioksidanlar 

 Doğal kaynaklı antioksidanlar meyvelerde, tahıllarda, baklagillerde ve bitki 

kaynaklı içeceklerde bulunurlar.
24

 Bunlarda yer alan antioksidanlar, fenolik maddeler, 

azotlu bileşikler (alkaloidler, klorofil türevleri, bazı aminler), polifonksiyonlu organik 

asitler ve karotenlerdir.
25-27

 Askorbik asit (vitamin C), α-tokoferol (vitamin E) ve β-

karoten geniş kullanımlı yaygın olan doğal antioksidanlardır. 
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2.4.2. Sentetik Antioksidanlar 

Başlıca sentetik antioksidanlar substitue olmuş alkil gruplarına sahip fenolik 

yapıdaki maddelerdir. BHT, TBHQ, BHA ve PG sentetik antioksidanlardan bazılarıdır. 

Ingold
28

 tüm antioksidanları primer ve sekonder olmak üzere iki gruba 

ayırmıştır.
 
 Primer antioksidanlar oksidasyon zincirini sonlayan, sekonder veya önleyici 

(koruyucu) antioksidanlar ise çeşitli mekanizmalarla zincirin uyarılması sürecinin hızını 

yavaşlatan antioksidanlardır. Sekonder antioksidanlar, metal iyonlarının 

deaktivasyonunu, lipid peroksitlerinin istenmeyen uçucu ürünlere parçalanmasını 

önleme, primer antioksidanları rejenere etme, singlet oksijeni giderme vb. gibi etki 

mekanizmalarını içerir.
29

 

Bileşiğin primer antioksidan olarak etki gösterebilmesi için: 

 - Yapısındakı hidrojen atomunu lipid radikaline çabuk vermesi.   

 - Oluşan radikalik türevin lipid radikaline rağmen daha stabil olması.  

- Lipid radikalini stabil ürüne dönüştürebilmesi gerekir. 

Primer antioksidanlar genellikle fenolik bileşiklerdir. 

2.5. Yapılan Çalışmalar 

Górnaś ve ark.
30 

çalışmalarında Letonyada bahar mevsimi sonunda toplanan 

erkek ve dişi H.R. bitkisinin farklı vejetatif parçalarından ekstreler elde ederek (yaprak, 

sürgün, tomurcuk ve meyveleri) lipofilik antioksidan çalışmışlardır. Beş lipofilik 

bileşiğin üç tokoferol (α, β and γ) ile plastochromanol-8 ve β-karotenin erkek ve dişi 

bitkilerin kuru 100 g ağırlıklarındaki miktarları sırasıyla 7.25-35.41, 0.21-2.43, 0.41-

1.51, 0.19-1.79 ve 4.43-24.57 mg olarak bulunmuştur. Buna ek olarak, α-Tokotrienol 

(1.99 mg / 100 g kuru ağırlık cinsinden) önemli miktarda bitkinin tomurcuk 

kısımlarında tespit edilmiştir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B3rna%C5%9B%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27298585
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Diandong ve ark.
31

 çalışmalarında H.R. bitkisinin Tibet ve Moğol geleneksel 

tedavi yöntemlerinde tıbbi bitki olarak kullanıldığını, yorgunluk önleyici hem de 

bağışıklık etkileri de dâhil olmak üzere çok yönlü tıbbi özellikleri olduğunu 

belirtmişlerdir. Çalışmalarının sonuçları ratlara gavaj ile verilen H.R. yağının kronik 

stresli ratlarda nöroendokrin ve immüno sistemde etkili olduğunu göstermiştir. 

H.R. nin önemli bileşenleri tespit edilmiştir. 40 Wistar sıçan 12 saat gün ışığında 

12 saat karanlıkta olacak şekilde taze su ve yemle besleyerek 24  C sıcaklıkta 

bekletilmişlerdir. Her grupta 10 sıçan olacak şekilde sıçanlar dört grup oluşturmuşlardır.  

Gruplar: A; kontrol grup B: stres grup C: stres + düşük doz (5 mL/kg) H.R. D: stres + 

yüksek doz (10 mL/kg).  H.R. bitkisi linoleik asit, α-linolenik asit, palmitoleik asit, 

sitosterol ve β-karoten içermektedir. 

Song  ve ark.
32

 wistar cinsi sıçanları 5 gruba ayırarak (kontrol, yüksek lipid 

grubu ve 3 tane de H.R. düşük, orta ve yüksek dozlu grupları) H.R. ekstrelerini oral 

olarak günde bir kez sıçanlara verdikten sonra sıçanların serumlarında lipid ve karaciğer 

doku patolojisini gözlemlemişlerdir. Sonuç olarak, total kolesterol (TC), trigliserit (TG), 

düşük dansisiteli lipoprotein kolesterol (LDL-C) seviyelerinin yüksek yağlı grupta 

önemli derecede arttığını çalışmalarında gözlemlemişlerdir. H.R. meyvelerinin serum 

lipid düzeyini azaltabileceği ve karaciğer yağlanmasını engelleyeceği ayrıca 

hiperlipideminin önlenmesi için de kullanılabileceği kanısına varmışlardır. 

Shivapriya ve ark.
33

 yapılan çalışmada Hindistan’ın kuzey bölgesinde yetişen ve 

geleneksel farmakolojik aktivite gösteren H.R. bitkisinin antioksidan ve nöroprotektiv 

aktivitelerini araştırmışlardır. H.R. hidroalkolik ekstraktının  DPPH (% 0.0004), OH 

radikallerini giderme ve ferri-tiyosiyanat yöntemi kullanılmıştır. DPPH ve OH 

radikalleri için % 50 azalmaya neden olan derişim (IC50) değerlerini ekstrakt için 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diandong%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26684638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shivapriya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26288571
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sırasıyla 70.920 μg/mL and 0.463 mg/mL olarak bulmuşlardır.  Ekstraktın aynı zamanda 

lipid peroksidasyonunu inhibe aktivitesi gösterdiği tespit edilmiştir.  

    Saeidi ve ark.
34

 çalışmalarında H.R. bitkisinin kimyasal bileşenlerini 

araştırarak; Yüksek Performans Sıvı Kromatografisi (HPLC) ile 100 g ekstrede askorbik 

asit ve  β-karoten miktarlarını sırasıyla 170 mg 200 mg olarak tespit etmişlerdir. Toplam 

fenolik bileşik miktarlarını 247 mg gallik aside eş değer (GAE)/100 g şeklinde 

belirlemişlerdir.   

Yogendra Kumar ve ark.
35

 H.R. bitkisinin HPLC ile fenolik bileşiklerin kalitatif 

ve kantitatif analizini yapmışlardır.  Analiz sonunda ekstrelerde rutin, quercetin, 

quercetin-3-galactoside, quercetin-3-glucooside, myricetin, kaempferol, isorhamnetin 

bileşiklerini tespit etmişlerdir. Fenolik bileşik miktarları Folin–Ciocalteu yöntemiyle 

belirlemişlerdir ve sonuçlaı eşdeğer gram gallik asit olarak ifade etmişlerdir. Bitki 

yapraklarının ekstraktlarının fenolik yüksek fraksiyonlarındaki (PRF) gallik aside 

eşdeğer miktardaki fenolik bileşik miktarı 197.33-319.33 mg GAE/g ekstre arasında 

bulmuşlardır. En düşük su en yüksek ise etil asetat fraksiyonuna ait olduğu tespit 

edilmiştir. Antioksidan aktivite DPPH (0.2 mM) kullanılarak Blois yöntemiyle tespit 

edilmiştir. % DPPH radikal giderme aktivitesi, 0.2 mg/mL derişim için PRF de  % 

79.56 bitki yaprak ekstresinde ise % 47.25 şeklindedir.  

Kruczek ve ark.
36

 dokuz farklı bölgede yetişen H.R. bitki türü ile çalışmışlardır. 

Ekstraksiyon işleminde her 5 g meyve için 20 mL n-heksan:etanol (1:1, h:h) çözücü 

karışımını kullanmışlar ve H.R. bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstraktların 

Demir (III) İndirgeme Antioksidan Kapasitesi (FRAP) ve DPPH yöntemleriyle 

antioksidan aktivitelerini karşılaştırmışlardır. Bulunan sonuçlara göre DPPH giderme 

aktivitesi % 31.82-45.78, FRAP değerleri ise 248-1892 µM arasındadır. Ayrıca HPLC 

analizi ile bitkilerde yüksek miktarda karetenoid tespit edilmiştir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saeidi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26214249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yogendra%20Kumar%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23993505
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kruczek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22428129
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Varshneya ve ark.
37

 çalışmalarında çekirdeksiz H.R. posasının üç farklı 

ekstraksiyonunu almışlardır; ME (metanol), AME (su:metanol 70:30) ve AE su 

ekstraktı. Toplam fenolik bileşik miktarı Folin Ciocalteu Reaktifi (FCR) kullanılarak 

GAE olarak ifade edilmiştir. Fenolik bileşik miktarı en fazla olan ekstrakt AME 

olmuştur, 84.28 ± 1.58 mg GAE/g ekstre. Bu değer su ekstraktına göre yaklaşık 4 kat 

daha fazladır. Ekstrelerin 200-2000 µg/mL derişim aralığında DPPH serbest radikal 

giderme aktiviteleri DPPH’ın absorbans gösterdiği 517 nm dalga boyunda ölçülmüştür. 

Tüm ekstreler farklı radikal giderme aktivitesi göstermişlerdir. IC50 değerlerine 

bakıldığında DPPH, superoksit ve nitrik oksit radikalleri için AME’nin en yüksek 

aktiviteye sahip olduğu, ME’nin ise en fazla OH
˙
 radikali giderme aktivitesine sahip 

olduğu tespit edilmiştir.  En yüksek indirgeme kuvvetini ise AME’nin gösterdiği 

belirlenmiştir. AME, ME ve AE için DPPH (0.1mM) serbest radikal giderme IC50 

değerleri sırasıyla 143.33, 179.77 ve 586.24 µg/mL olarak bulunmuştur. 

Maheshwari  ve ark.
38

 sıçanlarda CCl4 (CCl4:Zeytinyağı (1:1) 2 g/kg rat)  ile 

oluşturulan oksidatif zararlarda H.R. bitkisinin fenolik fraksiyonlarının antioksidan ve 

hepatoprotektif etkilerini araştırmışlardır. Toplam fenolik bileşik miktarı 319.33 mg 

GAE/g PRF olarak tespit edilmiştir.  Ayrıca ters faz HPLC ile fenolik bileşikler olan 

gallik asit, myricetin, quercetin, kaempferol ve isorhamnetin derişimlerinin 1.935-

196.89 mg/g PRF aralığında bulunduğu tespit edilmiştir. CCl4 ile toksisite edilen ve 

aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), γ-glutamyl 

transpeptidaz (GGT) ve bilirubin değerleri yükselen ratlara oral olarak 25-75 mg/kg 

olacak şekilde verilmiş ve bu etkilerin azaldığı tespit edilmiştir. Bu çalışmadan elde 

edilen veriler PRF nin karaciğerde CCl4 ile meydana gelen zarara karşı koruyucu ve 

antioksidan aktiviteye sahip olduğunu göstermiştir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varshneya%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21875373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maheshwari%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21723907
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Hsu ve ark.
39

 çalışmalarında CCl4 ile toksisite edilen erkek sıçanlarda H.R. 

çekirdeklerinin yağlarının koruyucu etkisini araştırmışlardır. 8 hafta boyunca sıçanlara 

0.16-1.30 ve 2.60 mg/kg oranlarında H.R. ekstresi verilmiştir. CCl4 ise 1mL/kg olacak 

şekilde verilmiştir. Çalışmada CCl4 tarafından karaciğerde oluşturulan zarara karşı H.R. 

çekirdek yağının optimum dozunun 0.26 mg/kg olduğu bulunmuştur. Tüm bu sonuçlar 

H.R. çekirdeği yağının hepatoprotektif etkiye sahip olduğunu göstermişlerdir.  

Chauhan ve ark.
40

 H.R. bitkisinin antioksidan ve anti bakteriyel aktivitelerini 

incelemişlerdir.  DPPH giderme aktivitesi için ekstrakt di-metil sulfoksit içerisinde 

çözünmüştür. Bu değerin 0.48 µg/mL ekstrakt için % 0.68, 4.8 µg/mL ekstrakt için % 

3.35 olduğu belirlenmiştir.  

Sakar ve  Friedrich
41

 yaptıkları çalışmalarda J.D. bitki yapraklarında 

amentoflavon, cupressoflavone, hinokiflavone, quersitrin and umbelliferone 

bulunduğunu tespit etmişlerdir. 

Taviano ve ark.
42

 çeşitli juniperus türlerinin deri hastalıkları ve enfeksiyonların 

tedavisinde kullanımını ve Türkiye’deki juniperus türlerinin metanol ve su ekstrelerinin 

antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini araştırmışlardır. Fenolik bileşik miktarları 

FCR ayıracı kullanılarak GAE/g ekstre olarak ifade edilmiştir. DPPH (0.1 mM) serbest 

radikal gidermede, indirgeme kuvvetinde ve metal iyonu kelatlamada ekstrelerin 0.07-

0.7 mg/mL derişim aralığında aktivitelerine bakılmıştır. DPPH giderme aktivitesinde 

IC50 değerleri ise metanol ekstrelerinde 0.046-0.164 mg/mL arasında, su ekstrelerinde 

ise 0.034-0.898 mg/mL arasındadır. İndirgeme kuvvetinde sonuçlar eşdeğer askorbik 

asit/mL (ASE/mL) olarak ifade edilmiştir. Metanol ekstrelerinde 1.781-3.564 ASE/mL 

arasında, su ekstrelerinde ise 3.486-6.789 ASE/mL arasında olduğu tespit edilmiştir. 

Metal iyonu kelatlamada ise IC50 değerleri, metanol ekstreleri için 1.408-33.109 

mg/mL, su ekstrelerinde ise 0.537-3.530 mg/mL arasında olduğu belirlenmiştir. Fenolik 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hsu%20YW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19524009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chauhan%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17651916
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taviano%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21592011
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bileşik miktarları metanol ekstraktlarında 170.43 ile 253.29 mg GAE/g ekstrakt, su 

ekstraktlarında ise 98.74 ile 212.88 mg GAE/g ekstrakt değerleri arasında olduğu 

bulunmuştur. Metanol ekstrelerinde daha fazla fenolik bileşik olduğu, 

Juniperus oxycedrus L. macrocarpa Ball. türü en iyi DPPH aktivitesi gösterdiği (IC50) = 

0.034 ± 0.002 mg/mL), Juniperus oxycedrus L. subsp. oxycedrus türün en yüksek 

indirgeme kuvveti ve (1.78 ± 0.04 ASE/mL) metal iyonu kelatlama aktivitesi Fe
2+

  

(IC50) = 0.537 ± 0.006 mg/mL) gösterdiği, primer antioksidan aktivite ve fenolik bileşik 

miktarı arasında güçlü bir korelasyonun olduğu tespit edilmiştir. 
 

Güvenç ve ark.
43

 çalışmalarında beş juniperus türünde yağ asidi bileşenlerini 

tespit etmeye çalışmışlardır. Beş türün lipofilik ekstresinin yağ asidi metil esterlerini 

GC-MS ile tespit etmişlerdir. Juniperus türlerinin linoleik (% 25.8 - 32.5), linolenik (% 

11.9 - 24.1) ve oleik asitleri (% 12.4 - 17.2)  içerdiğini belirlemişlerdir.   

Thomas ve ark.
44

 H.R. bitkisinin yaprak, çekirdek, kök ve dal kısımlarının sıvı-

sıvı ekstraksiyon yöntemiyle elde edilen hekzan, etil asetat ve su (su:etanol 90:10; h/h) 

ekstraktlarının ve basınçlı sıvı ekstraksiyon ile meyve kısımlarının 100 bar basınç ve 60  

 C de elde edilen 40   C de evoparatör  le kurutulan ve 2  C de saklanan ekstraktlarının 

antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini araştırmışlardır. DPPH (0.075 mM) giderme 

metanolik DPPH’ın 75 µL’si ve 198 µL metanol ve 2 µL ekstre alınıp 30 dk 

bekletilerek 517 nm’de ölçüm alınmasıyla troloksa eşdeğer kuru ekstre miktarı olarak 

ifade edilmiştir. Sonuçlar 174.8-528.6 troloks ekivalent/ekstre arasında değişmektedir. 

Kök ve çekirdek kısımları DPPH giderme aktiviteleri sırasıyla (500 ± 64 mg TE/g 

ekstre, 529±79 mg TE/g ekstre) yaprak ve dallardan (175±57, 210±42 mg TE/g) 

p<0.0001) daha yüksek olduğunu belirlemişlerdir. İndirgeme kuvveti FRAP yöntemi ile 

tespit edilmiştir. Toplam fenolik bileşik miktarı FCR kullanılarak  GAE/g ekstre olarak 

ifade edilmiştir. Ekstraktların fenolik bileşik miktarları 65±14 ile 139±22 mg GAE/g 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%BCven%C3%A7%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22908582
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ekstre değerleri arasında değişdiği, kök ve çekirdek ekstraktlarındaki fenolik bileşik 

miktarlarının yaprak ve dallardan daha yüksek olduğu, fenolik bileşik miktarı ve DPPH 

giderme aktivitesi arasında güçlü bir korelasyon olduğu (P<0.0001 ρ:0.811), çekirdek 

ve kök ekstraktlarının DPPH tutuklama aktivitelerinin yaprak kısımlarından daha iyi 

olduğu tespit edilmiştir. Çekirdek ve kök kısımları bitkinin en antioksidan kısımları 

dalların ise en az antioksidan ve antimikrobiyal kısımlar olduğu gözlenmiştir. Tüm 

kısımların her iki aktivitesinin su ekstresinde yüksek olduğu ve bunun fenolik bileşik 

miktarı ile orantılı olduğunu vurgulamışlardır.  

Thomas ve ark.
45

 çalışmalarında basınçlı çözücü serbest mikro dalga 

ekstraksiyon tekniği iki seviyeli tam faktoriyel tasarım kullanılarak H.R. bitkisindeki 

antioksidanların ekstraksiyonu için geliştirilmiş ve kullanılmıştır. 1000 w dalga gücü, 5 

kez tekrarla ve 4 g bitkinin 50 mL’lik laboratuvar skale ekstraktörde en iyi ekstraksiyon 

durumu tespit edilmiştir. Bu ekstraksiyon yöntemi daha sonra diğer yaygın yöntemlerle 

karşılaştırılmış ve bu yöntemin diğer tekniklerle elde edilemeyen quersetin ve 

isorhamnetin gibi antioksidanları ekstrakte ettiği görülmüştür. DPPH (75µM) serbest 

radikali giderme ve FCR ile fenolik bileşik miktarı tayini yöntemlerini kullanmışlardır. 

DPPH serbest radikali gidermede 10 µL örnek (1mg/mL) ve 1 mL DPPH çözeltisi 

alınıp 15 dk sonra 517 nm’de ölçüm yapılmıştır. Değerler % 16.74-71.94 arasında ve 

fenolik bileşik miktarlarının ise 0.12-0.55 mg GAE arasında değiştiği belirlenmiştir. 
 

Chih ve ark.
46

 CCl4 ile oksidadtif stres oluşturulan farelerde in vitro ve in vivo 

şartlarda H.R. bitkisinin çekirdek kısımlarının DPPH serbest radikal giderme, metal 

iyonu kelatlama ve indirgeme kuvvetlerini araştırmışlardır. Sonuçlar artan derişimle 

tüm ölçümlerdeki aktivitelerin de arttığını göstermiştir. İn vivo çalışmalarda ekstrelerin 

CCl4 ile oluşturulan oksidadtif stresi azalttığı ve bitkinin doğal antioksidan kapasitesine 

sahip olduğu belirtilmiştir. DPPH serbest radikal gidermede 200 µL DPPH (0.1 mM) ve 
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30 µL ekstre (0.92-18.3 mg/mL) ile gerçekleştirilmiştir. EC50 değerleri kullanılmıştır 

(mg ekstre/mL). Serbest radikal giderme aktivitesi % 13-92 arasında değişiklik 

göstermiştir. EC50 değeri ise 7.37 mg/mL’dir. Standart olarak troloks kullanılmış ve 

onun EC50 değeri ise 0.92 mg/mL’dir.  İndirgeme kuvveti çalışmalarında ise 0.42-8.32 

mg/mL derişim aralığında 700 nm’de ölçüm yapılarak absorbans değerleri 

kaydedilmiştir. Absorbans değerleri 0.11-0.37 arasında değişmektedir. Troloxa ait 

indirgeme kuvveti ise ekstreden oldukça yüksek olup 0.82-1.69 arasında değişmektedir. 

Yaptıkları metal iyonu kelatlama çalışmalarında 0.92 - 18.3 mg/mL derişim aralığında 

aktivite değişimi % 7.74-38.5 arasında değişmiştir. Bu değerler 0.92 mg/mL’de % 90.4 

aktivite gösteren etilendiamintetrasetik aside (EDTA)  göre düşük 0.92 mg/mL 

derişimde % 6.55 aktivite gösteren Troloxa göre daha iyidir.  

Yogendra ve ark.
47

 yaptıkları çalışmada H.R. bitkisinin yapraklarının üç farklı 

ekstraksiyon yöntemi olan yumuşatma (su), soxhlet (% 70 etanol) ve subkritik su 

ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerinin toplam fenolik bileşik miktarlarını eşdeğer 

mg rutin/g ekstre olarak, indirgeme güçlerini 700 nm’de absorbans değerleri olarak 

ifade etmişlerdir. DPPH serbest radikal giderme ve FRAP yönteminde ise sonuçlar 

eşdeğer mg Trolox/g ekstre olarak ifade edilmiştir. Bu çalışmada ayrıca HPLC ile 

ekstrelerdeki quersetin-3-galaktoside, kaempferol ve isorhamnetin belirlenmeye 

çalışılmış olup ters faz ve gradient elüsyon gerçekleştirilmiştir. Toplam fenolik bileşik 

miktarı 28.35-93.72 aralığında eşdeğer mg rutin/g ekstre olarak belirlenmiştir. DPPH 

(0.1 mM) serbest radikal gidermede ise 86.35-343.86 aralığında eşdeğer mg Trolox/g 

ekstre şeklindedir. İndirgeme kuvveti ise askorbik asit ile karşılaştırılmış olup değerler 

askorbik aside göre düşüktür. 0.1 mg/mL ekstre derişimi için yumuşatma (su), soxhlet 

(% 70 etanol) ve subkritik su ekstraktları değerleri sırasıyla 0.339, 0.376 ve 0.401 

olduğu gözlenmiştir.   
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J.D. bitkisinin köklerindeki fenolik bileşiklerin antioksidan aktivitelerinin 

araştırıldığı çalışmada Tarık ve ark.
48

 dört farklı ekstrakt (su, metanol, hekzan ve diklor 

metan) elde etmişler ve toplam fenolik bileşik miktarı FCR yöntemiyle belirlemişler ve 

sonuçları mg GAE/g ekstre olarak ifade etmişlerdir. Fenolik bileşik miktarı ise hekzan, 

metanol ve su ekstraktlarında sırasıyla 3.2, 76.1 ve 25.4 mg GAE/g ekstre bulunmuştur. 

DPPH serbest radikal gidermede IC50 değerleri kullanılmıştır. Metanol ve su ekstreleri 

için bu değerler sırasıyla 1.1 µg/mL ve 10.3 µg/mL’dir. İndirgeme kuvvetinde ise EC50 

değeri kullanılmıştır yani absorbansın 0.5 olduğu derişim değeridir. Bu değerler ise 

Metanol ve su ekstreleri için sırasıyla 72.0 ve 130.0 µg/mL’dir. Ayrıca bu çalışmada 

HPLC ile 17 farklı fenolik bileşik tespit edilmeye çalışılmıştır.  

Taviano ve ark.
49

 çalışmasında Türkiye’deki iki farklı bölgeden (İzmir, Çeşme, 

Çiftlikköy, Ankara, Kızılcahamam ve Işıkdağı) toplanan juniperus türü bitkilerinin 

fenolik profilleri, antioksidan aktivitelerini araştırmışlardır. Juniperus oxycedrus (Joo) 

ve Juniperus oxycedrus L. macrocarpa (Jom) bitkilerinin metanol ekstraktlarını 

almışlardır. Fenolik bileşikleri mg GAE/g ekstre olarak ifade etmişlerdir. İndirgeme 

kuvveti, DPPH serbest radikal giderme ve metal iyonu kelatlama çalışmalarını da 

yapmışlardır. Serbest radikal giderme, indirgeme kuvveti ve metal iyonu kelatlama 

aktivite çalışmalarında ekstre derişimleri 0.07-1.4 mg/mL aralığındadır. DPPH serbest 

radikal gidermede sonuçlar IC50 değerleri olarak verilmiştir. Bu değerler Jom ve Joo 

için sırasıyla 0.63 mg/mL ve 1.84 mg/mL’dir. İndirgeme kuvveti ölçümünde 700 nm’de 

absorbans değerleri alınmış ve sonuçlar mg ASE/mL örnek olarak ifade edilmiştir. Bu 

değerlere bakıldığında Joo bitkisi Jom bitkisinden daha fazla indirgeme gücüne sahip ve 

absorbans değerlerinin 0.17-0.42 arasında olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca mg ASE/mL 

örnek değerleri Joo ve Jom için sırasıyla ise 47.11 ve 4.05 olduğu belirlenmiştir. Metal 

iyonu kelatlama aktivitesi için IC50 değerleri kullanılmış ve bu değerlerin Joo ve Jom 
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için sırasıyla 2.61 ve 4.16 mg/mL olduğu tespit edilmiştir. Standart olarak EDTA 

kullanılmış onun değerinin ise 0.0065 mg/mL olduğu bulunmuştur. Fenolik bileşikler 

ise Joo ve Jom için sırasıyla 5.14 ± 0.06 ve 17.89 ± 0.23 mg GAE/g ekstredir. Rutin, 

apigenin, biflavone gibi fenolik bileşikler HPLC ile tespit edilmiştir.  

Marija ve ark.’nın
50

 çalışmalarında Juniperus Sibirica Burgsdorf bitkisinin % 80 

metanol ekstraktının DPPH serbest radikal giderme, FRAP yöntemi ile indirgeme 

kuvveti tayini ve ayrıca fenolik bileşiklerin analizini gerçekleştirmişlerdir. DPPH (0.09 

mM) serbest radikal giderme değerleri IC50 olarak verilmiş ve ekstre derişimleri bu 

ölçümler için 0.08-5.0 mg/mL aralığında alınmıştır. İğne ve meyve kısmı için sırasıyla 

IC50 değerleri 6.20 ve 15.22 µg/mL olduğu, standart olarak ise BHT kullanıldığında 

onun IC50 değerinin ise 8.28 µg/mL olduğu tespit edilmiştir. Fenolik miktarları ise FCR 

kullanılarak mg GAE olarak ifade edilmiş, iğne ve meyve kısmı için sırasıyla 163.66 ve 

62.13 mg GAE/g ekstre olarak ve indirgeme kuvveti çalışmalarında ise iğne ve meyve 

kısmı için sırasıyla 114 ve 35 mg ASE/g ekstre olarak tespit edilmiştir. 
 

Lucia ve ark.
51

 H.R. bitkisinin yapraklarının 50 g’nın etanol ekstraktlarını 500 

mL % 70 etanolde elde etmişlerdir. Çalışmalarında DPPH serbest radikal giderme ve 

fenolik bileşik kalitatif analizi gerçekleştirmişlerdir. DPPH serbest radikal giderme 

sonuçları IC50 değerleri olarak verilmiş standart olarak ise rutin ve gallik asit 

kullanılmıştır. Ekstrelerin 5-5000 µg GAE/mL derişimleri hazırlanmıştır. IC50 değeri ise 

3.0 µg/mL’dir bu değer standartlar Rutinin; 5.08 µg/mL ve gallik asitin 4.00 µg/mL 

olan IC50 değerlerinden daha iyidir. H.R. yapraklarında fenolik bileşik olarak quercetin, 

apigenin, kaempferol,  gallik asit ve ferulik asit türevleri tespit edilmiştir. HPLC ile 

yapılan retinol ve α-tokoferol çalışmalarında dokuda eş zamanlı analizlerine 

rastlanmamış ancak bitki örnekleri, serum ve plazmada tayinleri yapılmıştır.  
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Wisanu
52

 yaptığı çalışmada Tayland’da bulunan avokado bitkisinin su:hekzan 

(50:50, h/h) ekstraksiyonuyla elde edilen  ekstrelerinde HPLC ile retinol ve α-

tokoferolün eş zamanlı  analizini gerçekleştirmiştir. Ayrıca birden fazla kolon 

kullanarak analizde kolonların etkisini de araştırmıştır. HPLC şartları: online degasser, 

UV-Görünür Bölge dedektör,  RP- 18 kolon (25 × 4.6 mm), C18 kolon (125 × 4.6 mm) 

ve  C18 kolon (100 × 4.6 mm),  Gradient elüsyon, hareketli faz olarak metanol:su, akış 

hızı 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi ise 20 µL’dir. Analitik yöntem validasyonu 

parametrelerinde ise retinol ve α-tokoferol için sırasıyla gözlenebilme sınırı (LOD) 

değerleri; 0.044 ve 0.134 µg/mL, miktar tayin alt sınırı (LOQ) değerleri: 0.120 ve 0.364 

µg/mL’dir. Kesinlik değerleri 3 farklı derişim için (5-10-20 µg/mL) bağıl standart 

sapma (RSD) hesaplanmıştır. Retinolün gün içi kesinlik değerleri sıyla %1.61-1.90-1.04 

ve günler arası: 1.02-1.00-1.01 olarak,  α-tokoferolün gün içi kesinlik değerleri 1.07-

1.47-1.80 ve günler arası: 1.05-1.21-1.33 olarak tespit edilmiştir. Doğruluk değerleri ise 

4 farklı derişim için (5-10-20-30 µg/mL) üç kez tekrarlanarak yapılmış ve % geri 

kazanım olarak ifade edilmiştir. Retinol için doğruluk değerleri %109.97-103.84-

114.66-104.11 olarak, α-tokoferol için ise %106.16-102.51-106.07-97.27 olarak tespit 

edilmiştir. α-tokoferol 292 nm’de retinol ise 325 nm dalga boyunda maksimum 

absorbans verdiği tespit edilmiştir. Kullanılan kolonları karşılaştırdığında ise analiz 

süresi, hassasiyet ve piklerin kalitesi olarak en iyi Chromolith ® Flash RP- 18 kolon 

tespit edilmiş ve tüm analizlerin bu kolonla elde edildiği belirtilmiştir.  

William ve Emill
53

 serumdan α-tokoferol ve retinolü UV ve amperometrik 

dedektörlü sıvı kromatografisi (LC) yöntemini kullanarak tespit etmişlerdir. İnternal 

standart (IS) olarak tokol, C18 kolon, döteryum lamba, su/metanol/n-bütanol (15/75/10, 

h/h/h) hareketli faz kullanılmıştır. Gradient elüsyonda akış hızı ise 1.5 mL/dk ile 

başlayıp sonra 3.0 mL/dk ya çıkarılmış analiz sonuna doğru tekrar 1.5 mL/dk’ya 
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getirilmiştir. Ekstraksiyon prosesinde ise 250 µL seruma 25 µL tokolün etanolik 

çözeltisi ilave edilip vortekslenmiş, BHT’nin etanolik solüsyonundan (15 mg/mL) 250 

µL ilave edilmiş ve 1 dk vortekslendikten sonra üzerine 1.5 mL hekzan ilave edilmiş 2 

dk 2000 g’de santrifüjlenip üst kısım alındıktan sonra kalıntıda aynı işlemler 

tekrarlanmış ve üst kısımlar birleştirilmiştir. Azot gazı altında kuruluğa kadar 

buharlaştırıldıktan sonra kalıntı 250 µL BHT çözücüsünde çözülmüş ve 25 µL sisteme 

enjekte edilmiştir. Retinol ve α-tokoferol için LOD değerleri 6 ve 96 µg/mL, LOQ 

değerleri ise 1.3 ve 16 µg/mL olarak belirlenmiştir. Analiz süresi hızlı izokratik 

elüsyonda 15 dk yavaş gradient elüsyonda ise 30 dk’dır. Çalışmada kesinlik ve doğruluk 

değerleri verilmemiştir.  

Ganière-Monteil ve ark.
54

 çalışmalarında retinol ve α-tokoferol’ün plazmadan 

analizini gerçekleştirmişlerdir. Dokudan hekzan kullanarak sıvı sıvı ekstraksiyon 

yöntemiyle elde ettikleri kalıntıyı eter:metanol (25:75, h/h) çözücü karışımında çözerek 

ters faz HPLC sisteminde analiz etmişlerdir. Asetonitril:metanol:su (64.5:33:2.5, 

h/h/h)’dan oluşan hareketli faz, 8 dk analiz süresi, 280 nm dalga boyunda  UV dedektör 

çalışma şartlarını kullanmışlardır. Retinol ve α-tokoferol için LOD değerleri sırasıyla 

0.015 mg/L ve 0.030 mg/L olarak belirlemişlerdir. Retinol ve α-tokoferol yetişkinlerin 

plazmasındaki derişimlerini sırasıyla 0.63 ve 9.61 mg/L, çocukların plazmasındaki 

derişimlerini ise sırasıyla 0.39 ve 7.10 mg/L olarak tespit etmişlerdir.   

Thongchai ve Liawruangrath
55

 çalışmalarında nano emülsiyon mısır özü yağında 

retinol ve α-tokoferol eş zamanlı analizini gerçekleştirmişlerdir. Hekzan ve petrol eteri 

ile mısır ekstraksiyonları yapılmıştır. Ekstraktlar DMSO içerisinde çözünerek HPLC 

sistemine verilmiştir. HPLC şartları:  C8 kolon, metanol/su hareketli fazı ve gradient 

elüsyon kullanılmıştır. Akış hızı 1 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 µL’dir. α-Tokoferol 

ve retinol sırasıyla 290 ve 325 nm dalga boyunda tespit etmişlerdir. Her iki bileşik 5-40 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gani%C3%A8re-Monteil%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7840431
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µg/mL derişim aralığında, LOD değerleri sırasıyla 0.063 ve 0.067 µg/mL,  LOQ 

değerleri ise 0.192 ve 0.203 µg/mL olarak tespit edilmiştir. Analiz süresi 15 dk olarak 

verilmektedir. Yöntem validasyonunda kesinlik değerleri 3 farklı derişim için (5-10-20  

µg/mL) % RSD olarak hesaplanmıştır. Retinolün gün içi kesinlik değerleri %2.34-1.81-

1.48 ve günler arası %2.02-1.00-1.01, α-tokoferol’ün gün içi kesinlik değerleri ise 

%2.16-1.36-1.94 ve günler arası %2.05-1.21-1.33 olarak belirlenmiştir.  Doğruluk 

değerleri ise 4 farklı derişim için (5-10-20-30 µg/mL) üç kez tekrarlanarak yapılmıştır 

ve % geri kazanım olarak ifade edilmiştir. Retinol için doğruluk değerleri %109.97-

109.69-110.73-114.3 ve α-tokoferol için ise %106.16-88.22-99.16-100.45 olarak tespit 

edilmiştir. Çalışmada mısırözü yağında sırasıyla 0.28 ve 12.80 µg/g ekstre retinol ve  α-

tokoferol tespit edilmiştir.
 

2.6. Spektroskopik Yöntemler 

Elektromagnetik ışının madde ile etkileşmesini inceleyen bilim dalına 

spektroskopi denir. Spektroskopik yöntemler; atomik ve moleküler spektroskopi olmak 

üzere iki gruba ayrılır. İnorganik veya organik bileşiklerin kalitatif-kantitatif 

analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekül yapılarının aydınlatılmasında 

spektroskopik yöntemler sıklıkla kullanılmaktadır. Önceleri yalnızca elektromanyetik 

ışıma ile madde arasındaki etkileşimler incelenmekteydi. Bugün için ise 

spektroskopinin içeriği diğer enerji türleri ve maddeler arasındaki etkileşimleri de 

kapsar şekilde genişlemiştir. Elektromanyetik ışıma ise uzayda çok büyük bir hızla 

hareket eden dalga ve parçacık yapısında bulunan, pek çok yapıya girebilen bir enerji 

şeklidir. Elektromanyetik ışının madde tarafından soğurulması veya yayılması 

incelendiğinde, yayılma (emisyon) veya soğurma (absorpsiyon) spektroskopileri diye 

isimlendirilir. Spektroskopik yöntemlerde madde üzerine 110 - 30000 nm dalga boyu 

aralığında ışınlar gönderilir  (Şekil 2.4). 110-1000 nm dalga boyu aralığındaki ışınlarla 



 

21 

 

 

çalışan cihazlara ultraviyole veya görünür (visible) alan, 1000-30000 nm dalga boyu 

aralığında çalışan cihazlara infrared, dalga boyu aralığı yüzlerce metreyi bulan radyo 

dalgaları ile çalışan cihazlara ise nükleer manyetik rezonans cihazları denir. Alan 

spektroskopilerine ise sırasıyla Görünür Bölge-Ultraviyole (Visible-UV), Infrared (IR 

titreşim) ve Nükleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopi adı verilir.
56,57

 

 
      

Şekil 2.4. Elektromanyetik ışınların sistematik olarak tanımlanması
58

 

2.6.1. Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi 

Atomların dış katman elektronlarının uyarılması esasına dayanan spektroskopi 

atomik absorpsiyon spektroskopisi adını alır. Atomlarda, en dış katman elektronları 

ultraviyole ve görünür bölge ışınlarla uyarılmalarına rağmen, iç katman elektronları 

uyarılamaz. İç tabaka elektronlarını uyarabilmek için X-ışınları kullanılır. X-ışınları 

görünür bölge ışınlarından daha fazla enerjilidirler, en iç katman elektronlarının 

uyarılması ilkesine dayanan spektroskopi dalına ise X-ışınları spektroskopisidir.
56
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2.6.2. Moleküler Absorpsiyon Spektroskopisi 

Moleküler Absorbans, UV ve görünür ışınları, düşük enerjili atomik ve 

moleküler orbitallerdeki elektronlarını, daha yüksek enerjili orbitallere çıkarılması 

sonucunda gerçekleşir. Moleküller, UV, görünür ve infrared ışınları ile uyarıldıkları 

zaman, kuantlaşmış 3 tip geçiş vardır. Bunlar elektronik geçişler ve ışın ile 

oluşturulabilen titreşim ve dönme geçişleridir (Şekil 2.5). Bir molekülün toplam enerjisi 

elektronik geçiş, titreşim ve dönme enerjilerinin toplamına eşittir. Elektronik geçiş 

enerjisi; molekülün çeşitli dış orbitallerdeki elektronlarla ilgili olan enerjidir. Titreşim 

enerjisi ise atomlar arası titreşimlere dayalı enerjidir. Dönme enerjisi ise molekül ağırlık 

merkezi etrafında dönmesiyle oluşan enerjidir.
56,59

  

 

Şekil 2.5. Bir molekülde elektronik geçiş, titreşim ve dönme enerji seviyelerini gösteren 

enerji diyagramı
56 

 

Elektronik geçişler 200-1000 nm dalga boyları arasındaki ultraviyole ve görünür 

alan ışınları ile gerçekleşir. Moleküler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik 

absorpsiyon spektroskopisinden ayrılan en önemli yanı; atomik absorpsiyon 

spektroskopisinde birbirinden farklı dalga boylarında keskin çizgiler meydana 

gelmesine karşılık, moleküler absorpsiyon spektroskopisinde, fazla sayıda dalga 

boylarını içine alan geniş absorpsiyon bantlarının oluşmasıdır. Bir molekülde UV-
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Görünür alan spektrumu, bağ elektronlarından birisinin bir fotonun enerjisini alarak üst 

enerji seviyesine geçmesiyle açıklanabilir. 

2.6.3. Işının Absorplanması ve Lambert-Beer Yasası 

Çeşitli dalga boyları bulunduran bir ışın demeti, saydam bir ortamdan geçirilirse, 

içerdiği bazı dalga boylarının olmadığı farkedilir. Bu olaya absorplanma denir. Işının 

enerjisi maddeye absorpsiyonla aktarılmış olur. Bu şekilde ışının enerjisini alan madde 

uyarılmış hale geçer.  

Atom veya moleküler uyarıldığı halde 10
-8

 saniye kalabilirler. Sonra aldığı 

enerjiyi geri vermek suretiyle temel haline dönerler. Maddenin absorpladığı enerjinin 

geri verilme şekli ısıdır. Bu esnada madde az çok ısınır. Bazı maddelerde ise 

absorplanan ışın enerjisi daha büyük dalga boylu ışınlar şeklinde yayılır. Bu olay 

fotolüminesans olarak bilinir. Bu olay kısa süreli ise floresans, daha uzun süreli ise 

fosforesans denir. Bir maddenin temel haliyle uyarılmış halleri arasındaki enerji 

farkları, diğer maddelerden farklı olduğundan, her maddenin farklı bir absorpsiyon 

spektrumu oluşur. Absorpsiyon spektrumları; atomik absorpsiyon spektrumları ve 

moleküler absorpsiyon spektrumları olmak üzere iki kısma ayrılır.
59

  

 

Şekil 2.6. Absorblayan bir çözeltiye giren ışının Po şiddetinde girişi ve P şiddetinde 

çıkışı .
56 

 

Maddenin absorplama derecesini ölçerek derişimini belirlemek için, absorbsiyon 

ile derişim arasındaki ilişki bilinmelidir. Monokromatik (tek dalgaboylu ışın) ve Po 

şiddetli bir ışın demeti, kalınlığı b cm olan bir küvetteki çözeltide bulunan herhangi bir 
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molekül tarafından absorplandığında şiddeti azalır ve P şiddeti ile çözeltiyi terkeder 

(Şekil 2.6). Buna göre ışın demetinin ortamdan geçme oranına geçirgenlik ( T ) adı 

verilir.
45,73,75 

T =  P / Po  şeklinde gösterilir. Geçirgenliğin eksi logaritması absorbans 

(A) olarak adlandırılır ve absorbans, A = -log10T= -log P / Po şeklinde gösterilir. 

Moleküllerin seçilen dalga boyundaki ışımayı absorplaması sonucu ortaya çıkan azalma 

Lambert-Beer eşitliği olan A = ε.b.C bağıntısı ile verilir.
56,57,59 

A: Absorbans , ε: Molar absorbsiyon katsayısı(mol/L.cm), C: Derişim (mol/L) 

2.7. Kromatografik Yöntemler 

Kromatografi, sabit bir faz üzerinden hareketli bir faz yardımıyla geçirilmesi 

esnasında farklı yürüme hızlarından yararlanarak bir karışımda ki birbirine yakın özellik 

gösteren bileşenlerin ayrılmasında, tanınmasında ve tayininde yaygın olarak kullanılan 

bir analitik yöntemler topluluğudur.
56,57,59-62

 Diğer ayırma yöntemlerinden hiçbirisi 

kromatografik yöntemler kadar etkili olmayıp uygulamada yaygın bir şekilde 

kullanılmazlar. Bu nedenle de kromatografik yöntemler özellikle araştırma amaçlı 

olarak çok geniş bir çalışma alanına sahiptir.  

Tüm kromatografik ayırımlarda; numune sabit faz üzerinden gaz, sıvı ya da 

süperkritik bir akışkan olan hareketli faz yardımı taşınırlar. Taşınma esnasında 

maddelerin farklı yürüme hızlarına göre ayırma işlemi gerçekleşir. Kromatografik 

ayırmada seçilen sabit faz ile taşıyıcı fazın birbiri ile karışmaması için polarlıkları 

birbirinden farklı olması gerekmektedir. Eldeki bilgilere dayanarak kromatografinin 

genel bir tanımını yapmaya çalışırsak; bir karışımdaki bileşenler sabit bir faz üzerinden 

belirli bir hareketli faz yardımıyla taşınırken dağılma, yüzey adsorpsiyonu, boyut eleme 

ve iyon değiştirme gibi temel ayırma prensiplerinden yararlanarak birbirlerinden ayrılıp 

tanınması ve tayinini sağlayan yönteme kromatografi denir. 
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2.7.1. Kromatografik Yöntemlerinin Sınıflandırılması 

Kromatografi sabit faz, hareketli faz ve ayırma şekillerine göre değişik şekillerde 

sınıflandırılırlar.
56,62 

 Bunlar:  

1. Teorik Sınıflandırma 

a- Dağılma Kromatografisi 

b- Adsorpsiyon Kromatografisi 

c- Boyut Eleme Kromatografisi 

d- İyon Değişim Kromatografisi 

e- Afinite Kromatografisi 

2. Pratik Sınıflandırma 

a- Düzlemsel Kromatografi (Kağıt ve İnce Tabaka Kromatografisi) 

b- Kolon Kromatografisi (Gaz, Sıvı ve Süperkritik Akışkan Sıvı Kromatografisi) 

3. Hareketli ve Sabit Fazlara Göre Sınıflandırma 

Kromatografinin fazlara göre sınıflandırması Şekil 2.7’de gösterilmektedir. 

 
            

Şekil 2.7. Kromatografinin hareketli ve sabit faza göre sınıflandırılması
56 
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2.7.2. Kromatografinin Dayandığı Temel Olaylar 

Kromatografide bulunan denge, bir analitin hareketli ve sabit faz arasındaki 

transferini kapsayan aşağıdaki basit eşitlikle tanımlanır. 

Ahareketli ↔ Asabit                  K= Csabit/Chareketli 

Bu reaksiyon için denge sabiti K, partisyon oranı veya dağılma katsayısı olarak 

adlandırılıp analitin sabit faz içindeki molar derişiminin, haraketli faz içindeki molar 

derişimine oranıdır. Bir analit piki için, numunenin enjeksiyonundan sonra dedektöre 

ulaşması için gereken zamana da alıkonma zamanı denir ve tR ile gösterilir (Şekil 2.8). 

Genellikle numune veya hareketli faz tutunmayan bir pik içerir. Tutunmayan maddenin 

dedektöre ulaşması için geçen zamana ölü zaman denir ve tm ile gösterilir. Analitin göç 

etme hızı: (kolon dolgu uzunluğu/ ölü zaman) olarak ifade edilir. Analitin kolon 

üzerindeki göç hızını tanımlamak için kapasite faktörü (kA) kullanılır. 

 

 
 

Şekil 2.8. Tek bir bileşik için tipik bir kromatogram
56 

kA: [(analitin alıkonma zamanı-ölü zaman)/ ölü zaman] eşitliği ile gösterilir. 

İdeal bir ayırım için kapasite faktör değeri 1 ile 5 arasında olmalıdır. 

Kromatografik yöntemlerde maddelerin ayrılmasında etkin olan dört ayrı 

mekanizma mevcuttur. Bunlar aşağıda özetlenmiştir.
56,57,60,62
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2.7.2.1. Dağılma Kromatografisi  

Dört farklı sıvı kromatografisi içinde en yaygın kullanılan tekniktir. Dağılma 

çözünen maddenin hareketli faz ile katı faz üzerinde adsorplanmış sıvı fazdaki 

çözünürlüğüne veya hareketli faz gaz ise uçuculuğuna dayanan bir olaydır. Sıvı-sıvı ve 

bağlı-sıvı faz kromatografi olmak üzere iki alt sınıfa ayrılabilir. Bu teknikler arasındaki 

fark, destek katısına sabit fazın tutunma esasına dayanır. Sıvı-sıvı kromatografisinde, 

sıvı faz sabit bir dolgu maddesinin yüzeyine fiziksel adsorpsiyonla tutturulmuştur. 

Bağlı-sıvı faz kromatografisinde ise katı destek yüzeye bağlı organik sıvı türler 

kimyasal olarak tutturulmuştur. Dağılma kromatografisinde hareketli ve sabit fazların 

bağıl polarlıklarına bağlı olarak iki kısma ayrılmaktadır. Sabit faz oldukça polar ve 

hareketli fazda apolar ise buna normal-faz kromatografisi, sabit faz apolar (çoğu zaman 

bir hidrokarbon) hareketli faz ise nispeten polar (su, asetonitril, metanol) ise buna da 

ters-faz kromatografisi denir.
56,57,62 

2.7.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi 

Bir karışımdaki maddelerin katı destek üzerinde farklı kuvvetlerde tutunması 

prensibine göre birbirlerinden ayrıldıkları kromatografi olarak adlandırılır ve ilk 

keşfedilen kromatografi çeşididir. Çözücü ve katı sabit fazın polarlıkları bir kolon 

boyunca veya bir yüzey boyunca çözünen maddenin hareketinin hızını tayin eder.
 56,57,62 

2.7.2.3. İyon Değiştirme Kromatografisi  

Katı bir maddede bulunan iyonları, temas halinde bulunduğu çözelti içindeki 

aynı cinsten yüklü diğer iyonlarla bir dengeye göre yer değiştirmesi esasına dayanan bir 

kromatografik yöntemdir. Organik iyon değiştiriciler (bunlara reçineler de denir) suda 

ve birçok organik çözücüde hiç çözünmeyen, yapılarında sayılamayacak kadar çok 

anyon ve katyon taşıyan büyük moleküllü maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem katyon 

değiştirmede ve hatta selektif iyon değiştirmede kullanılır. İnorganik iyon 
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değiştiricilerde en çok bilineni zeolitlerdir. Bunlar genel olarak; Na2Al2Si4O12 

formülündedir. 

İyon değiştirme kromatografisi, ilaç, ilaç metabolitleri, gıda koruyucu maddeler,  

serumlar, vitaminler, gibi çok sayıda farklı sistemlere uygulanabilmektedir.
56,57,62

 

2.7.2.4. Boyut-Eleme Kromatografisi 

Jel-geçirgenlik veya jel-süzme kromatografisi de denilen boyut-eleme 

kromatografisi, özellikle moleküllerin büyüklüklerine göre birbirlerinden ayrılmasında 

kullanılan önemli bir yöntemlerden biridir. Boyut-eleme kromatografisi için dolgu 

maddeleri, gözenek bulunduran küçük polimer taneciklerinden oluşmaktadır.  

Gözeneklerde küçük moleküller tutunurken, büyük moleküllerde gözenek dışında 

kaldığından dolayı hareketli faz akımı ile kolondan kolaylıkla elüe edilebilmekte ve 

daha sonrada gözeneklerde tutulan küçük moleküllerde hareketli faz akışı ile yüzeyden 

kolaylıkla uzaklaştırılabilmektedir.
 56,57,62 

2.8. Yüksek Performans Sıvı Kromatografisi (HPLC)  

Küçük boyutlu dolgu maddeleri ile doldurulmuş bir kolondan yüksek basınç 

altında hareketli fazın geçirilmesi ile karışımdaki maddelerin birbirinden ayrılıp, 

tanınması ve tayinide kullanılan kromatografi tekniğine yüksek performans sıvı 

kromatografisi (HPLC) denir. Hareketli faz sıvı olduğu için sıvı kromatografisi 

denilmektedir.  İlk zamanlar hareketli fazın sabit fazı içeren bir kolondan belirli bir 

basınç uygulanarak geçirildiği içinde yüksek basınç kromatografisi denilmiştir. 

Günümüzde ayırma mekanizmalarında ve sistemde çok fazla ilerleme olduğundan 

yüksek performans sıvı kromatografisi olarak adlandırılmaktadır. Yüksek performans 

sıvı kromatografisi, dağılma kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi, iyon 

kromatografisi ve boyut-eleme (jel-filtrasyon ve jel-geçirgenlik) kromatografisi olmak 

üzere dörde ayrılır.
56

 Yüksek performans sıvı kromatografisi bütün analitik ayırma 
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yöntemleri arasında en çok kullanılan yöntemlerden biridir. Bunun nedeni, bu yöntemin 

hassasiyetinin yüksek olması, sıcaklığa hassas olan maddelere bile uygulanabilmesi, 

doğruluk dereceleri ve kesinlikleri yüksek sonuçlar vermesidir. HPLC cihazı kendine 

özgü işlevlere sahip olan pompa, örnek giriş sistemi (enjeksiyon bloğu), kolon, dedektör 

ve kaydedici (data sistemi) olmak üzere beş ana bölümden oluşmaktadır (Şekil 2.9). 

 
 

Şekil 2.9. HPLC cihazının şematik gösterimi 

2.9. HPLC Uygulama Alanları 

2.9.1. Kimyasal Ayırma 

Belirli bir bileşiğin, durgun ve hareketli faz üstünde, ayırt edici bir hareket 

sabitesinin olduğu göz önünde bulundurularak yapılan ayırmadır. Kiral bazlı ayırımları 

yapmak mümkündür. 

2.9.2. Saflaştırma 

Hedef bir bileşiğin, diğer bileşiklerden veya safsızlıklardan ayrılmasıdır. Bu 

kromatografi yapılırken, yeterli ayırmanın sağlanabilmesi için, ne tür bir bileşiğin 

saflaştırılması gerektiği göz önünde tutularak, uygun hareketli faz ve durgun faz seçimi 

yapılmalıdır. İstenilen bileşiğin saf olarak ekstrakte edilebilmesi için, bileşiklerin ve 

kontaminantların, kolondaki göç hareketleri yeterli derecede farklı olmalıdır. 
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2.9.3. Kalitatif Analiz 

HPLC ile herhangi bir bileşiğin tanımlanması için, ilk önce uygun dedektör 

seçilmelidir. Bu dedektörler, kolondan ayrılan bileşikleri ortaya çıkarmak amaçlı olarak, 

sabit fazın posterior kısmına yerleştirilirler. Bu amaç için geliştirilmiş birçok çeşit 

dedektör mevcuttur. Bu tip ayırma yapılırken en çok dikkat edilmesi gereken nokta, 

bilinen bir örneğin verdiği pikin kesin olarak saptanmış olmasıdır. Ancak yine de kesin 

bir sonuç elde etmek için birkaç yöntemin karşılaştırmalı olarak denenmesi 

gerekmektedir. 

2.9.4. Kantitatif Analiz 

HPLC ile miktar ölçümü, bilinmeyen bir derişimdeki bileşiğin, bilinen bir çözelti 

içinde tanımlanması yöntemine dayanır ve bu tip bir ölçüm için bir seri derişimde 

standart çalışma çözeltisinin HPLC’ye enjekte edilip kromatogramları alındıktan sonra 

derişime karşılık cihaz cevabının grafiğe geçirilmesi ile kalibrasyon eğrisinin türetilmesi 

mesi gerekir. Kalibrasyon eğrisi yardımıyla bilinmeyen bir numunedeki madde miktarı 

belirlenmektedir.  

2.10. Antioksidan Aktivite Belirleme Yöntemleri 

Antioksidanların etki mekanizmalarını açıklamak ve antioksidan aktivite 

kapasitelerini değerlendirmek için birçok yöntem mevcuttur. Antioksidanların 

aktivitelerinin belirlenmesinde çeşitli bulk lipid sistemleri veya bunların emülsiyonları, 

oksitlenebilen bileşikler içeren sistemler ve başka çeşitli substratlar uygulanmaktadır. 

Çoğunlukla araştırma süreçlerini basitleştirmek ve hızlandırmak amacı ile uygun model 

sistemler veya hızlandırılmış oksidasyon süreçleri kullanılır. Son yıllarda antioksidan 

aktiviteyi değerlendirmek için çok sayıda yöntem geliştirilmiştir.
63-67

  

Çeşitli yöntemlerin uygulanması ve belirli zorunluluklara sahip substratlarla test 

yapılması antioksidanların aktivitelerinin karşılaştırılmasında bazı olumsuzluklara yol 
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açar. Bu nedenle de kompleks örneklerin düzenli incelenmesi için hızlı, basit ve 

güvenilir testler kullanılması gerekir.  

Uygulanan farklı test yöntemlerinin sonuçları antioksidan aktivite (AOA) 

hakkında kısmi aynı zamanda sınırlı bilgiler verirler. Bu nedenle de bileşiklerin 

aktivitelerini ayrı ayrı yöntemlerle belirlemek ve uygulanan yöntemlerin sınırlamalarını 

değerlendirerek, yöntemlerin hangi ortamda daha iyi kullanılacağını açıklamak gerekir. 

Elde edilen deneysel bulgular, olumlu literatür bilgileri ile karşılaştırılarak yöntemin artı 

ve eksilerini göstermeli, aynı zamanda sonuç ve tavsiyeleri değerlendirmek için esas 

olarak kullanılmalıdır.
68

 

Antioksidan aktivite veya kapasiteyi bir mutlak değer olarak açıklamak zordur. 

Bu nedenle de, uygulanan yöntemden bağımsız olarak, incelenen substratların 

antioksidan aktivitelerini karşılaştırmak için uygun antioksidan standartlar 

kullanılmalıdır. Bu tür standartların seçilmesinde en iyi yaklaşım kimyasal özellikleri ve 

fiziko-kimyasal karakteristikleri incelenen örneklere benzer maddelerin seçilmesidir. Bu 

amaçlarla sentetik antioksidanlar olan BHA, BHT ve doğal antioksidanlar -tokoferol 

ve askorbik asit yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak tarafımızdan yapılmış literatür 

araştırması ve elde edilen değerlerin karşılaştırılması standart olarak kullanılan bu 

antioksidanlar için aynı koşullarda farklı değerlerin elde edildiğini göstermiştir.
69-73 Bu 

tür uyumsuzluğu dikkate alarak yukarıda gösterilen antioksidanların radikal giderme ve 

başka özelliklerinin  incelenmesinin de gerekli olduğu düşüncesiyle bu çalışmayı da 

gerçekleştirdik. Ekstrelerin antioksidan özelliklerini değerlendirmek için yaygın olarak 

kullanılan yöntemler serbest radikal giderme, lipid peroksidasyonunu inhibe, metal 

iyonu kelatlama, ve indirgeme kuvveti tayini yöntemleridir.
73-75
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2.10.1. Serbest Radikal GidermeYöntemi 

Bileşiklerin ve ekstrelerin serbest radikal giderme aktivitesi spektrofotometrik ve 

diğer yöntemlerle değerlendirilebilir.
76,77

 Spektrofotometrik yöntemler antioksidanların 

serbest radikal giderme kapasitelerini belirlemek için stabil radikaller veya tutuklayıcı 

ajanlardan faydalanan yaygın yöntemlerdir.
78,79 

Lipid oksitleşmesinin ilerleme basamağını serbest radikaller geliştirirler ve aynı 

zamanda bu basamakta farklı aktiviteye sahip olan çeşitli radikaller (LOO
•
, LO

•
, L

•
 vb.) 

oluşur. Radikal giderme aktivitesini değerlendirilmesinde çoğunlukla kısmen dayanıklı 

olan DPPH
•
, ABTS

•+
 gibi radikaller kullanılır.

80-82 Dayanıklı bir organik radikal olan 

DPPH
•
 radikali saf bileşiklerin, ekstrelerin ve besinlerin AOA değerlendirilmesinde 

geniş olarak kullanılmaktadır (Şekil 2.10).
7,81,83-85

 

Bu yöntem DPPH’ın alkol çözeltisinde, hidrojen verebilen bileşiğin varlığında 

radikalin indirgenmesi sonucunda mordan sarıya olan renk değişiminin 517 nm’de 

ölçülmesine dayanır. DPPH
 
radikali 517 nm’de maksimum absorbans gösterir. Hatano 

ve ark.
86

 tarafından tanımlanan bu yöntem bazı değişiklerle kullanılmıştır. Bu reaksiyon 

sonucu DPPH göre non-radikale dönüşür. Belirli bir zaman aralığından sonra DPPH 

radikalinin reaksiyon ortamındaki belirlenmiş olan miktarı antioksidanın radikal 

giderme aktivitesi ile ters orantılıdır. Bu yöntemin duyarlılığı DPPH
‘
ın kuvvetli 

absorbsiyon özelliğinden kaynaklanır.
87

  

2.10.2. İndirgeme Kuvveti Tayini 

İndirgeme kuvveti tayininde örneklerin elektron vermeleri sonucu indirgeme 

kuvvetleri spektrofotometrik olarak ölçülür. Bitki ekstrelerindeki redüktantlar FeCN6
 3- 

 

kompleksinin Fe
2+ 

ye indirgenmesine neden olur. Bu yüzden Fe
2+

 nin reaksiyon 

ortamındaki varlığı oluşan Perl’s Prussion mavisinin 700 nm’de absorbansı ölçülerek 

gözlemlenebilir.
88
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Şekil 2.10.    DPPH’ın molekül yapısı.
87 

700 nm dalga boyundaki absorbansın artışı Fe
2+

 miktarının, dolayısıyla 

indirgemenin arttığını gösterir. Ekstrelerin indirgeme özelliği genellikle redüktantların 

varlığından kaynaklanır. İndirgenlerin belli peroksitlerle reaksiyona girerek peroksit 

oluşumunu önledikleri bilinmektedir.
89

 

Tanaka ve ark.
90

 antioksidatif etkinin üstel olarak indirgenme kuvvetinin 

fonksiyonu olarak arttığını göstermişlerdir. Bu ise antioksidan aktivite ile indirgeme 

kuvvetinin birlikte geliştiğini gösterir. Bu nedenle de ekstrelerin antioksidan 

aktivitelerinin indirgeme kuvvetlerine bağlı olduğu düşünülmektedir. 

2.10.3. Metal İyonu Kelatlama Yöntemi 

Geçiş metal iyonlarının (Fe
2+

, Cu
2+

), iz miktarlarında, lipidlerin serbest radikal 

mekanizmalı peroksidasyon sürecini katalizlediği bilinmektedir. Demir iyonlarının eser 

miktarlarının lipidlerin peroksitleşme sürecinde, zincirin ilerleme reaksiyonunu başlatan 

serbest radikallerin oluşmasına neden oldukları da açıklanmıştır.
75

 Aynı zamanda geçiş 

metal iyonlarının peroksitleri peroksil ve alkoksil radikallerini parçalamakla da 

peroksitleşme sürecini hızlandırabilirler. Çünkü oluşan bu radikaller hidrojen alarak 

sürdürme yeteneğine sahiptirler.  
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Kelatlayıcı ajanlar ise geçiş metal iyonlarını kelatlayarak, bunların peroksitleşme 

sürecine sözü edilen etkilerini önleyebilirler. Diğer yönden, bitki ekstrelerinin lipid 

peroksidasyonunu önleme mekanizmasını daha iyi anlamak için bunların demir 

iyonlarını kelatlama etkilerini dikkate almak da çok önemlidir. Bu nedenle de bitki 

ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde demir iyonlarını kelatlama 

etkilerinin tayin edilmesi gerekir. 

Ekstrelerde bulunan fenolik bileşikler ekstrelerin kelatlama aktivitesine ve 

serbest radikal giderme kapasitelerine, yani her iki etkiye de neden olabilirler. Ancak 

ekstrelerde başka kimyasal bileşikler de bulunabilir ve ekstrelerin total antioksidan 

aktivitesine bunlar da katkıda bulunabilirler. Geçiş metallerinin az miktarı lipid 

peroksidasyonunda radikal zincir reaksiyonunun ilerlemesini başlatan serbest 

radikallerin oluşumunu katalizlediğinden kelatlayıcı ajanlar geçiş metallerini 

stabilleştirmekle lipid peroksidasyonunu inhibe edebilirler.  

Ekstrelerin lipid peroksidasyonunu inhibe etme mekanizmalarını daha iyi 

anlamak için bunların demir iyonlarını kelatlama aktivitesini belirlemek antioksidan 

aktivite yönünden büyük önem taşır. Bu aktivite değerlerinin önemli bir kelatlayıcı olan 

EDTA eşdeğeri olarak değerlendirilmesi de önemlidir.  

Bir geçiş metali olan demir fenton reaksiyonuyla peroksitlerden serbest 

radikaller oluşturma yeteneğine sahiptir. Fenton reaksiyonundaki Fe
2+

 nin derişimindeki 

azalma oksidatif zararları da azaltır.
89

 Metal iyonları kelatlama aktivitesi ile oksidasyon 

olayı arasında bir ilişki kurulabilir. Fe
2+

 ve ferrozinin oluşturduğu kompleks antioksidan 

varlığında daha az oluşur. Bu kompleks oluşumu antioksidan miktarıyla orantılıdır.
79

 

Demir iyonu Fenton Reaksiyonuyla lipid oksidasyonu teşvik eder.  

Fenton Reaksiyonu;  H2O2 +   Fe
2+

    Fe
3+

 + OH
- 
+ OH

•  
şeklindedir. 
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2.10.4. Flavonoid Miktarı Tayini 

Flavonoidler genellikle bitkilerde bulunan fenolik bileşiklerdir. Fenolik bileşikler 

oldukları ve hidroksil gruplarındaki protonu kolay verebildikleri için antioksidan 

özellikleri vardır. Bu yöntem flavanoidlerin miktarını standart madde kullanarak bu 

maddenin eşdeğer miktarı olarak verebilen bir yöntemdir. Referans standart olarak 

genellikle katekol kullanılır. 

2.10.5. Fenolik Bileşik Miktarı Tayini 

Hidroksil gruplarından dolayı fenolik bileşiklerin proton verme yetenekleri 

vardır. Ayrıca polifenolik bileşikler insanda karsinojen ve mutajenleri azaltma etkisine 

sahiptir.
76

 Fenolik bileşiklerin miktarını eşdeğer standart madde olarak belirleyen bir 

yöntemdir. Standart olarak genellikle gallik asit kullanılır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

36 

 

 

3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Kullanılan Bitkisel Materyal, Kimyasal Maddeler ve Aletler 

3.1.1. Bitkisel Materyal 

Çalışmada kullanılan Juniperus Drupacea türü bitki Mersin yöresinden ve 

Hippophae Rhamnoides türü bitki meyvelenme döneminde Erzurum İli Tortum İlçesi 

yöresinden toplandı.   

3.1.2. Kimyasal Maddeler  

Çalışmada kullanılan kimyasallar Tablo 3.1’de verildi. 

Tablo 3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar 

Kimyasal Adı Markası 

Etanol Reidel-de Haën % 99.7 

HCl Reidel-de Haën % 37 

Tween-20 Fluka 

CCl4 Sigma Aldrich % 99.9 

FeCl3.6H2O Sigma % 98 

Di Etil Eter Sigma Aldrich % 99 

B.H.A. Sigma % 90 izomer-3, % 9 izomer-2 

Fosfat Tampon Sistemi Tableti Sigma 

Folin &Ciocalteu’s Phenol Reagent (FCR) Sigma 2 N 

FeCl2.4H2O Aldrich % 99 

K3Fe(CN6) Aldrich % 99 

NH4SCN Sigma % 99.7 

Gallik Asit Sigma 

Na2CO3 Sigma Aldrich % 99 

L- Askorbik Asit Aldrich % 99 

BHT Sigma % 99 

EDTA BDH Chemicals Ltd. 

Ferrozin Aldrich % 99 

4-Dimethylamino-Cinnamaldehyde Aldrich % 98 

TCA Sigma % 99 

(±)-α-Tocoferol Sigma % 95 

DPPH Fluka % 85 

Metanol Merck 
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3.1.3. Alet ve Cihazlar  

Araştırmanın yürütülmesinde Tablo 3.2’de belirtilen alet ve cihazlar kullanıldı.  

Tablo 3.2. Çalışmada Kullanılan Alet ve Cihazlar 

Cihaz Adı Markası 

UV-Görünür Bölge Spekrofotometre Thermo spectronic-HEëλOS β 

Su Banyosu Memmert 

Santrifüj Hettich-EBA 20 

Hassas Terazi Mettler Toledo 

Vorteks   Isolab Laborgerat VM-20 

Sokshlet Cihazı İldam 

Döner Buharlaştırıcı (Rotary Evoparatör)    Heidolph Laborota 

Desikatör      İldam 

Homojenizatör Ka T 65 D Ultra-Turrax 

Blender Biohit 

pH Metre Mettler Toledo 

Liyofilizatör Labconco 

Otomatik Pipetler Eppendorf Research 

Ultrasonik Banyo Elma LC 30 

Etüv Memmert 

Vakum Pompası Phenomenex 

HPLC Sistemi Agilent Technologies 1200 Series 

Degazer Agilent Technologies 

Pompa  Agilent Technologies 

Kolon  C18, 5 m, 250 x 4.6 mm, USA 

Oto Örnekleyici Agilent Technologies 

UV-Dedektör Agilent 1200 series 

Floresans Dedektör Agilent 1200 series 
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3.2. Deneysel Çalışmalar ve Yöntemler 

J.D. ve H.R. bitki yapraklarından ekstrelerin elde edilmesi için yapılan 

ekstraksiyon işlemleri ve ekstrelerin antioksidan özelliklerinin belirlenmesi için yapılan 

analitik işlemler bu bölümde verildi.  

3.2.1. Deneylerde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı 

3.2.1.1. Radikal Giderme Aktivite Tayini İçin Çözeltilerin Hazırlanması 

100µg/mL DPPH (1-1 difenil 2-pikril hidrazil) Çözeltisinin Hazırlanması 

 10 mg DPPH ilk önce bir miktar etanolde çözüldü ve daha sonra hacim etanol 

ile 100 mL’ye tamamlandı. Çözelti ışık etkisinden korunması için etrafı alüminyum 

folyo ile sarıldı.  

3.2.1.2. İndirgeme Kuvveti Tayini İçin Çözeltilerin Hazırlanması 

0.2 M pH 6.6 Fosfat Tamponunun Hazırlanması 

İki tablet PBS yaklaşık 180 mL saf suda çözüldü, pH metre yardımıyla 

çözeltinin pH’ı 6.6 olacak şekilde 0.1 M HCl ile ayarlandı ve hacim saf su ile 200 

mL’ye tamamlandı.  

% 1’lik K3Fe(CN6) Çözeltisi Hazırlanması 

1.5 gr K3Fe(CN6) ilk önce bir miktar saf suda çözüldü ve hacim 150 mL’ye saf 

su ile tamamlandı. 

% 10’luk Triklorasetik Asit (TCA) Çözeltisinin Hazırlanması 

15 gr TCA ilk önce bir miktar saf suda çözüldü ve hacim 150 mL’ye saf suyla 

tamamlandı. 

% 0.1’lik FeCl3 Çözeltisinin Hazırlanması 

83 mg FeCl3.6H2O ilk önce bir miktar saf suda çözülmesi sağlanıktan sonra 

hacim 50 mL’ye saf suyla tamamlandı. 
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3.2.1.3. Metal İyonu Kelatlama Aktivite Tayini İçin Çözeltilerin 

Hazırlanması  

2mM FeCl2 Çözeltisinin Hazırlanması 

3.9 mg FeCl2.4H2O alınıp 10 mL’lik balon jojeye konuldu bir miktar saf suda 

iyice çözülmesi sağlandıktan sonra hacmi saf suyla 10 mL’ye tamamlandı.  

5mM Ferrozin Çözeltisinin Hazırlanması 

10 mL’lik balon jojeye 24.6 mg ferrozin konulduktan sonra bir miktar saf suda 

çözünmesi sağlandı ve hacmi 10 mL’ye saf suyla tamamlandı. 

3.2.1.4. Toplam Fenolik Bileşik Miktarı Tayini İçin Çözeltilerin 

Hazırlanması 

% 2’lik Na2CO3 Çözeltisinin Hazırlanması 

100 mL’lik balon jojeye 2 gr Na2CO3 konulduktan sonra bir miktar saf suda tam 

olarak çözüldükten sonra hacmi 100 mL’ye saf suyla tamamlandı. 

3.2.2. Bitki Ekstrelerinin ve Hayvan Gruplarının Hazırlanması 

3.2.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazırlanması 

J.D. bitkileri Mersin yöresinden ve H.R. bitkileri Tortum-Erzurum yöresinden 

toplandı. Bitkilerin meyve kısımları oda ortamında kurutulduktan sonra blenderde 

öğütüldü. Daha sonra su ve etanole göre apolar bir çözücü olan eter ile ekstraksiyon için 

soxhlet düzeneği kuruldu ve su banyosunda renksizleşene kadar ekstraksiyona devam 

edildi. Eterle ekstraksiyondan geride kalan bitki kalıntısı etanol ile 37 ºC’de 3 kez 9 saat 

çalkalamalı su banyosunda ekstraksiyon yapıldı. Daha sonra etanol ekstraksiyonundan 

geride kalan bitki kalıntısı saf su ile 37 ºC’de 3 kez 9 saat çalkalamalı su banyosunda 

ekstraksiyon yapıldı. Elde edilen eter ve etanol ekstreleri süzüldü ve koyulaşana kadar 

evoparatörde çözücüsü uçuruldu, azot atmosferinde kurutuldu ve kalan kısım vakumlu 

desikatörde muhafaza edildi. Su ekstreleri süzüldükten sonra liyofilizatörde 5µm-Hg 
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basınç altında -50 ºC’de kurutuldu ve buzdolabının derin dondurucu kısmında muhafaza 

edildi. 

J.D. ve H.R. bitki yapraklarının ekstraksiyon şeması Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

 
 

Şekil 3.1. J.D. ve H.R. bitkilerinin ekstraksiyon şeması 

 

3.2.2.2. Hayvan Gruplarının Hazırlanması Doku ve Kan Örneklerinin 

Alınması 

Hayvan deneylerinin yapılabilmesi için Atatürk Üniversitesi Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu Başkanlığının 06.11.2011 tarihli ve 74 sayılı Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu Kararı alındı. Deney hayvanları albinostar cinsi ratlar olup hepsi dişi ve 

ortalama ağırlıkları ise 250 gr olacak şekilde Atatürk Üniversitesi Deney Hayvanları 

Araştırma Merkezinden BAP Projesi kapsamında temin edildi. Karaciğer toksisitesi 

oluşturulacak hayvanlara CCl4 intraperitonal olarak 0.6 mL/kg denek olacak şekilde 

verildi. Bitki ekstreleri H.R. ve J.D. ise 500 µg/kg denek olacak şekilde oral olarak 
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verildi. 1. gün hayvanlara beslenme şekillerine göre bitki ekstreleri ya da zeytinyağı 

verildi. 2. gün CCl4 verilecek gruplara verilip 30 dk sonra yine beslenme şekillerine 

göre bitki ekstreleri ya da zeytinyağı verildi. 3. gün ise karbon monoksit (CO) gazı 

altında anestezi ile eksitasyon yapıldı. Eksitasyon sonrası patolojik değerlendirme için 

doku örnekleri % 10 formalin içine alınarak Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji 

Laboratuvarına verildi. Karaciğer dokuları alınarak  -80   C’de analize kadar muhafaza 

edildi. Ayrıca ALT, AST tayini için Atatürk Üniversitesi Araştırma Hastanesi 

Biyokimya Laboratuarına verilmek üzere kan örnekleri de alındı. Tablo 3.1’de deney 

hayvanlarının gruplandırılmaları verildi.  

Tablo 3.3. Deney hayvanlarının gruplandırılması. 

Grup Adı Beslenme Şekli 
CCl4 

(0.6 mL/kg) 

Ekstre 

(500 µg/kg) 

Kontrol Yem - - 

Negatif Kontrol Yem + - 

J.D. Eter Yem - + 

J.D. Eter + CCl4 Yem + + 

J.D. Etanol Yem - + 

J.D. Etanol + CCl4 Yem + + 

J.D. Su Yem - + 

J.D. Su + CCl4 Yem + + 

H.R. Eter Yem - + 

H.R. Eter + CCl4 Yem + + 

H.R. Etanol Yem - + 

H.R. Etanol + CCl4 Yem + + 

H.R. Su Yem - + 

H.R. Su + CCl4 Yem + + 

Zeytinyağı Yem - - 
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3.2.3. Spektrofotometrik Yöntem Çalışmaları 

3.2.3.1. DPPH Radikal Giderme Tayini 

H.R. ve J.D. bitki ekstreleri, BHA, BHT, askorbik asit ve α-tokoferol’ün serbest 

radikal giderme aktiviteleri DPPH kullanılarak Shimada ve ark.’nın
91

 yöntemine göre 

yapıldı. DPPH’ın etanoldeki 100 μg/mL derişimde çözeltisi hazırlandı. Ekstreler elde 

edildikten sonra çözelti hazırlamada seyreltme işlemleri etanol ile yapıldı (100-1000 

μg/mL). Yöntem çalışmasında 1 mL bitki ekstre çözeltisinden alınarak alüminyum 

folyo ile sarılı deney tüpüne koyulduktan sonra üzerine 3 mL DPPH çözeltisi eklendi ve 

30 dakika karanlıkta bekletildi. Karışım vortekslenip etanole karşı 517 nm dalga 

boyunda absorbansı okundu. Kontrol olarak antioksidan içermeyen çözelti kullanıldı. 

Daha düşük absorbans ekstrelerin daha yüksek radikal giderme yeteneğini gösterir. % 

radikal giderme aktivitesi aşağıdaki formülle göre hesaplandı: 

% Radikal giderme:  [(A0-A1/A0) x 100] 

A1: Reaksiyon karışımının absorbans değeri.   

A0: Radikal çözeltisinin absorbans değeri. 

3.2.3.2. İndirgeme Kuvveti Tayini  

Ekstrelerin indirgeme kuvvetinin tayini Oyaizu
92 

yöntemine göre yapıldı. 1mL 

örnek deney tüpüne alındı ve üzerine 2 mL fosfat tamponu (0.2 mM pH 6.6) ve 2 mL 

potasyum ferri siyanür  [% 1 K3Fe(CN)6] eklenip vortekslendi. Karışım 50 ºC de 20 dk 

su banyosunda bekletildi. % 10’luk TCA’nın 2 mL‘si ilave edilip 2500 rpm 

(devir/dakika)’de 10 dk santrifuj edildi. Santrifuj sonunda berrak kısımdan 2 mL alınıp 

üzerine 2 mL saf su ilave edildi. Karışıma 0.5 mL FeCl3 (% 0.1) ilave edilip 10 dk sonra 

700 nm’de absorbans ölçüldü. Absorbanstaki artış indirgeme kuvvetinin arttığını 

gösterir. Vitamin E ve vitamin A kontrol olarak kullanıldı. 
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3.2.3.3. Metal İyonları Kelatlama Aktivite Tayini  

Ekstrelerin Fe
2+ 

kelatlama aktivitesi Dinis ve ark.
93

 yöntemine uygun olarak 

yapıldı. Ekstrelerin 10 mg/mL’ lik stok çözeltisi etanolde hazırlandı. Daha sonra bu 

çözeltiden 1-10 mg/mL derişim aralığında çözeltiler hazırlandı. Her çözeltiden 1 mL 

alındı ve üzerine 3.7 mL etanol ilave edildi. Daha sonra sırasıyla 0.1 mL FeCl2 (2mM) 

ve 0.2 mL 5mM ferrozin ilave edilip 10 dk sonra 562 nm’de her bir örneğin FeCl2 ve 

ferrozin içermeyen körüne karşı absorbans ölçüldü. Referans olarak EDTA çözeltisi 

kullanıldı. % Metal iyonu kelatlama aşağıdaki formülle hesaplandı. 

% Kelatlama: (A0-A1/A0)x100 

  A1: Örneğin absorbans değeri; A0: Kontrolün absorbans değeri 

3.2.3.4. Toplam Fenolik Bileşiklerin Tayini 

Ekstrelerde fenolik bileşiklerin miktar tayini FCR ile gerçekleştirildi.
94

 200 μL 

numune (ekstre) çözeltisi alındı ve hacim % 0.3’lük HCl ile 500 μL’ye tamamlandı. 

Karışımdan 200 μL alındı 4 mL % 2’lik Na2CO3 çözeltisine eklendi. 2 dk sonra 200 μL 

FCR ilave edilip 30 dk sonra 750 nm’de absorbans ölçüldü. Kör olarak % 2’lik Na2CO3 

çözeltisi kullanıldı. Sonuçlar ekstre başına eşdeğer gallik asit miktarı olarak verildi. 

3.2.4. Kromatografik Yöntem Çalışmaları 

Karataş ve Kamışlı
95

 yaptıkları çalışmada IR ve mikrodalgada kuruttukları kaysı 

numunelerinde malondialdehit, retinol ve α-tokoferolün miktar tayinini 

gerçekleştirmişlerdir. Bu çalışmada kaysı numunelerinde retinol ve α-tokoferolün 

HPLC ile analizi için bir ekstraksiyon yöntemi uygulanmıştır. Çalışmamızda karaciğer 

dokularında retinol ve α-tokoferolün ekstraksiyon işlemi için Karataş ve Kamışlı
95

 

tarafından kullanılan yöntem modifiye edilerek kullanıldı. UV dedektörlü HPLC 

yöntemiyle retinol ve α-tokoferolün karaciğer dokularında miktar tayini için literatürde 

mevcut olan yöntemler modifiye edilerek kullanıldı. Ayrıca karaciğer dokusunda retinol 
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ve α-tokoferolün eş zamanlı miktar tayini için floresans dedektörlü HPLC yöntemi de 

geliştirilip valide edildi ve karaciğer toksisitesi oluşturulmuş ratların karaciğer 

dokularında miktar tayini gerçekleştirildi. HPLC çalışmasında, uygulanan yöntem 

şartları Tablo 3.4’de verildi.  

α-Tokoferol ve Retinolün Dokudan Sıvı-Sıvı Ekstraksiyon Prosesi 

1. 0.1 g doku alınıp 1 mL saf su ile homojenize edildi. 

2. Final derişimi 200 µg/mL olacak şekilde α-tokoferol asetat (IS) eklendi. 

3. Belirli derişimlerde retinol ve α-tokoferol eklendi. 

4. 1 mL soğuk etanol eklendi ve vortekslendi. 

5. 5 mL hekzan eklendi ve tüplerin ağzı kapatılarak 5 dk vortekslendi.  

6. 4000 rpm de 10 dk santrifüjlendi. 

7. Organik faz alındı, oda koşullarında azot gazı altında uçuruldu.  

HPLC Analizi; 

1. 1 mL etanolde çözüldü. 

2. 30 saniye karıştırıldı.  

3. 45 µm gözenek büyüklüğüne sahip filtreden süzüldü. 

4. Otomatik pipetle viallere koyuldu. 

5. 10 µL HPLC sistemlerine enjekte edildi. 

   Tablo 3.4. HPLC yöntem şartları 

 

Kolon C18  (5 m, 150 x 4.6 mm) 

Dedektör UV ve Floresans 

Dalga boyu UV dedektör için 292 nm 

Eksitasyon dalga boyu λRetinol:328 nm  λToc:293 nm  λToc Act:284 nm 

Emisyon dalga boyu λRetinol:480 nm  λToc:330 nm   λToc Act:310 nm 

Hareketli faz gradient 
0-3 dk: Metanol/Asetonitril (80:20, h/h)  

3-5,5 dk: Metanol/Asetonitril/Su (75:20:5, h/h/h) 

Kolon akış hızı 1mL/dk 

Enjeksiyon hacmi 10 µL 
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4. BULGULAR 

4.1. UV-Görünür Bölge Spektrofotometri Yöntemi 

4.1.1. Radikal Giderme 

J.D. ve H.R. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin serbest radikal giderme 

aktivite ölçümleri Shimada ve ark.’nın
91

 yöntemine göre yapıldı. Ekstreler 100-1000 

μg/mL derişim aralığında kullanıldı. Sonuçlar Tablo 4.1 ve Şekil 4.1 -  4.3’te verildi. En 

yüksek aktiviteyi J.D. bitkisi su ekstresi gösterdi (% 51.42). 

Tablo 4.1. H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstreleri ile standartların (α-tokoferol, 

BHA, askorbik asit) 100 µg /mL DPPH giderme aktivitesi (n=6) 

 

% DPPH Radikal Giderme 

 

 
H.R. J.D. Standartlar 

Derişim 

(μg/mL) 

 

Eter 

 

Etanol 

 

Su 

 

Eter 

 

Etanol 

 

Su 
α

-t
o
k
o
fe

ro
l  

BHA 

A
sk

o
rb

ik
 

as
it

 

100 22.0 25.2 27 24.1 24.4 25.4 83.4 95.1 93.8 

200 23.5 25.4 28.7 26.9 28.1 27.4 94.8 95.3 95.9 

400 25.3 27.6 35.2 30.8 34.8 34.3 95.2 95.9 97.3 

600 26.4 30.0 42.1 34.2 39.5 41.2 95.0 97.2 98.6 

800 28.6 30.5 45.3 35.6 46.9 45.8 95.5 96.7 99.1 

1000 28.3 30.6 48.6 39.1 50.0 51.4 94.9 97.4 99.7 
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Şekil 4.1. H.R. bitkisinin eter, etanol ve su ekstreleri ile standartların (α-tokoferol, BHA, 

askorbik asit) 100 µg/mL DPPH serbest radikal giderme aktiviteleri 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.2.  J.D. bitkisinin eter, etanol ve su ekstreleri ile standartların (α-tokoferol, BHA, 

askorbik asit) 100 µg/mL derişimdeki DPPH serbest radikal giderme aktiviteleri 
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Şekil 4.3. Askorbik asit, BHA ve α-tokoferol ile H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su 

ekstrelerinin (1000 μg/mL) serbest radikal giderme aktiviteleri 

 

 

4.1.2. İndirgeme Kuvveti 

J.D. ve H.R. bitkilerinin ekstrelerinin indirgeme kuvvetleri Oyaizu yöntemine 

göre belirlendi.
92

 Ekstrelerin miktarları 100-1000 μg/mL derişim aralığında alındı. 

Çalışmamızda tüm ekstrelerin belli bir indirgeme kuvveti aktivitesine sahip olduğu 

tespit edildi. Sonuçlar Tablo 4.2 ve Şekil 4.4 - 4.6’da verildi. En yüksek aktivite J.D. 

bitkisi eter ekstresinde tespit edildi.  

Tablo 4.2. J.D. ve H.R. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin indirgeme kuvveti 

değerleri (n=6) 
 

Derişim 

(μg/mL) 

Absorbans Değerleri 700 nm 

J.D. H.R. 

 Eter Etanol Su Eter Etanol Su 

100 0.039 0.01 0.077 0.021 0.006 0.093 

200 0.075 0.015 0.097 0.026 0.058 0.102 

400 0.118 0.046 0.139 0.07 0.069 0.146 

600 0.205 0.074 0.175 0.104 0.085 0.195 

800 0.264 0.112 0.208 0.122 0.097 0.244 

1000 0.318 0.157 0.254 0.154 0.109 0.291 
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Şekil 4.4. H.R. bitkisi eter, etanol ve su ekstreleri indirgeme kuvvetlerinin derişime bağlılığı 

 

 

 

 

 
 

Şekil  4.5.  J.D. bitkisi  eter, etanol ve su ekstrelerinin indirgeme kuvvetlerinin derişime 

bağlılığı 
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Şekil  4.6. Retinol, α-tokoferol ile J.D. ve H.R. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin 100 

μg/mL derişimlerindeki indirgeme kuvvetleri 

 

4.1.3.Metal İyonu Kelatlama Aktivitesi 

J.D. ve H.R. bitkileri eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe
2+ iyonlarını kelatlama 

aktivitesi Dinis ve ark.’nın
93

 yöntemine göre yapıldı. Ekstrelerin metal iyonu kelatlama 

aktiviteleri derişime bağlı olarak araştırıldı. En fazla metal iyonu kelatlama aktivitesini 

J.D. bitkisi eter ekstresi gösterdiği tespit edildi (% 73.96). Sonuçlar Tablo 4.3 ve Şekil 

4.7 - 4.9’da verildi.  

Tablo 4.3. J.D. ve H.R. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe
2+ 

 iyonlarını kelatlama 

aktiviteleri (n=6) 

 

 

% Metal İyonu Kelatlama 

 

 
J.D. H.R. 

Derişim 

(mg/mL) 

Eter 

Ekstresi 

Etanol 

Ekstresi 

Su 

Ekstresi 

Eter 

Ekstresi 

Etanol 

Ekstresi 

Su 

Ekstresi 

1 23.50 8.24 49.34 6.53 13.56 35.40 

2 51.45 16.38 59.09 14.07 16.58 37.88 

3 74.47 26.93 59.49 17.28 33.86 38.13 

4 72.56 23.40 54.52 19.19 37.48 40.58 

5 73.96 23.61 65.02 22.31 56.68 42.81 
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Şekil 4.7. J.D. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe 
+2  

iyonlarını kelatlama aktiviteleri 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.8. H.R. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin Fe
2+ 

 iyonlarını kelatlama aktiviteleri 
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73,96

23,61

54,52

22,31

56,68

42,81

0 20 40 60 80

% Metal İyonu Kelatlama

J.Drupacea Eter

J.Drupacea Etanol

J.Drupacea Su

H.Rhamnoids Eter

H.Rhamnoids Etanol

H.Rhamnoids Su

Fe İyonu Kelatlama Aktiviteleri

 
     * EDTA için 5 mg/mL de aktivite değeri % 99.8’ dir. 

 
Şekil 4.9. H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin 5 mg/mL derişimde Fe 

2+ 

iyonlarını kelatlama aktiviteleri 

 

 

4.1.4. Fenolik Bileşik Miktarı 

Fenolik bileşik miktarı FCR yöntemiyle yapıldı.
94

 Sonuçlar eşdeğer miktar gallik 

asit olarak ifade edildi (Tablo 4.4 ve Şekil 4.10). 

 

 
 

                 Şekil 4.10. Gallik asidin standart eğrisi 
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Tablo 4.4. H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstrelerinin fenolik bileşiklerinin 

eşdeğer gallik asit olarak miktarı (n=6) 
 

 

Eşdeğer Miktar Gallik Asit  

(mg/g ekstre) 

Ekstreler H.R. J.D. 

Eter 62.73 64.71 

Etanol 18.94 30.35 

Su 41.94 34.74 

 

4.2. Kromatografik Yöntemler 

4.2.1. HPLC Yöntemi 

4.2.1.1. Standart Çalışma ve Kalite Kontrol Çözeltilerinin Hazırlanması 

200 µg/mL’lik α-tokoferol stok çözeltisinden etanol ile 1.0, 2.5, 5, 10, 20, 30 ve 

40 µg/mL derişimlerde standart çalışma çözeltileri ve 1.5, 7.5 ve 25 µg/mL derişimlerde 

kalite kontrol çözeltileri hazırlandı. 200 µg/mL derişimde retinol çözeltisinden etanol ile 

seyreltilerek 0.5, 1.0, 2.5, 5, 10 ve 20, µg/mL derişimlerde standart çalışma çözeltileri 

ve 0.75, 3.0 ve 15 µg/mL derişimlerde kalite kontrol çözeltileri hazırlandı. 

Çalışmamızda α-tokoferol asetat internal standart (IS) olarak kullanıldı. α-Tokoferol 

asetat (molekül ağırlığı: 452.8 g/mol) standartından 500 µg/mL derişime sahip stok 

çözelti hazırlandı. Çalışmalarda 200 µg/mL derişimde α-tokoferol asetat (İnternal 

Standart, IS) çözeltisi kullanıldı.  

α-Tokoferol ve retinol standart çalışma çözeltilerine 200 µg/mL derişimde IS (α-

tokoferol asetat) çözeltisi eklendi ve elde edilen çözeltiler HPLC sistemine enjekte 

edildi ve kromatogramları alındı. Elde edilen kromatogramlar Şekil 4.11 - 4.14’te 

verildi. 
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Şekil 4.11. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL α-tokoferol standart çalışma 

çözeltisinin HPLC-UV kromatogramı 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.12. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL α-tokoferol standart çalışma 

çözeltisinin HPLC-Floresans kromatogramı 

 

    α-Tokoferol 

α-Tokoferol 

α-Tokoferol Asetat 

α-Tokoferol Asetat 
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Şekil 4.13. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL retinol standart çalışma 

çözeltisinin HPLC-UV kromatogramı. 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.14. 200 µg/mL derişimde IS içeren 10 µg/mL retinol standart çalışma 

çözeltisinin HPLC-Floresans kromatogramı 

 

 

Retinol 

α-Tokoferol Asetat 

α-Tokoferol Asetat 

Retinol  
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4.2.1.2. Yöntem Geçerlilik Testleri (Validasyon) 

Kalibrasyon Eğrisi ve Doğrusal Aralık  

200 µg/mL derişimde IS bulunduran 1-40 μg/mL derişim aralığındaki α-

tokoferol ve 0.5-20 μg/mL derişim aralığındaki retinol standart çalışma çözeltileri 

HPLC sistemine enjekte edildi ve kromatogramları alındı. Kromatogramlardan 

maddelerin ve IS’ın pik alanları tespit edildi. Maddelerin (α-tokoferol ve retinol) 

derişimlerine karşılık maddelerin (α-tokoferol ve retinol) pik alanlarının IS’ın pik 

alanına oranları (α-tokoferol pik alanı/IS pik alanı ve retinol pik alanı/IS pik alanı)  

grafiğe geçirilerek kalibrasyon eğrileri türetildi (Şekil 4.15 - 4.18). 

 

 
 

Şekil 4.15. HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen α-tokoferol standart çalışma 

çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 4.16. HPLC-UV yöntemi ile elde edilen α-tokoferol standart çalışma çözeltilerinin 

kalibrasyon eğrisi. 

 

 

 

 

Şekil 4.17. HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen retinol standart çalışma 

çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 4.18. HPLC-UV yöntemi ile elde edilen retinol standart çalışma çözeltilerinin 

kalibrasyon eğrisi 

 

 

HPLC-UV ve HPLC-Floresans yöntemlerinin α-tokoferol ve retinol için elde 

edilen kalibrasyon eğrilerinin regrasyon eşitliklerinin istatistiksel analiz sonuçları Tablo 

4.5’de verildi. 

Tablo 4.5.  α-tokoferol ve retinol standart maddeleri ile hazırlanan standart çalışma 

çözeltilerinin kalibrasyon eğrilerine ait istatistiksel analiz değerleri 

 

 

Yöntem 

ÇA 

(g/mL) 

LR
a
 Sa Sb R 

HPLC-FD α-tokoferol 1-40 y= 0.1858x + 0.0246 0.0051 0.0158 0,9996 

HPLC-UV α-tokoferol 1-40 y= 0.0217x – 0.0016 0.0003 0.0009 0,9996 

HPLC-FD retinol 0.5-20 y= 0.0948x + 0.0089 0.0044 0.0022 0,9999 

HPLC-UV retinol 0.5-20 y= 0.2698x + 0.0244 0.0024 0.0098 0,9998 

ÇA: çalışma aralığı, a: 6 analiz sonucunun ortalaması, LR: lineer regresyon,  Sa: regresyon eğrisindeki 

kaymanın standart sapması Sb: regresyon eğrisindeki eğimin standart sapması, R: korelasyon katsayısı 
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Gözlenebilme Sınırı (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sınırı (LOQ)  

ICH (International Conference on Harmonisation) kılavuzlarına uygun olarak 

HPLC yönteminin gözlenebilme sınırı (LOD) ve miktar tayin alt sınırı (LOQ) değerleri 

tespit edildi. İlk olarak UV ve floresans dedektörlerle HPLC sisteminde α-tokoferol ve 

retinol standart çalışma çözeltilerinin kromatogramları alındı. Bu kromatogramlardan 

sinyal/gürültü (S/G) oranları tespit edilerek S/G oranı değerinin 3 olduğu derişim değeri 

LOD ve S/G oranı değerinin 10 olduğu derişim değeride LOQ olarak belirlendi.  UV ve 

floresans dedektörlü HPLC yönteminin α-tokoferol için LOD değerleri sırasıyla 0.220 

ve 0.053 µg/mL LOQ değerleri ise sırasıyla 0.712 ve 0.150 µg/mL olarak tespit edildi. 

Retinol için UV ve floresans dedektörlü HPLC yönteminin LOD değerleri sırasıyla 

0.025 ve 0.050 µg/mL LOQ değerleri ise sırasıyla 0.100 ve 0.257 µg/mL olarak 

belirlendi. 

Doğruluk ve Kesinlik 

Güniçi ve günler arası değişkenler kullanılarak yöntemin doğruluğu ve kesinliği 

belirlendi. Hazırlanan üç farklı derişimdeki kalite kontrol çözeltilerinin güniçi (aynı 

yöntem ve aynı laboratuvar şartlarında 1 gün içinde 6 defa) ve günler arası (aynı yöntem 

ve aynı laboratuvarda 6 farklı günde 6 defa) analizleri gerçekleştirildi. Elde edilen 

verilerin ortalaması, standart sapması, bağıl hatası ve bağıl standart sapması belirlendi. 

Doğruluk bağıl hatayla [% BH= (bulunan değer-eklenen değer)/eklenen değer) x100] ve 

kesinlik bağıl standart sapma ile [%BSS = (SS/bulunan değer) x 100] verildi (Tablo 4.6 

- 4.9).  
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Tablo 4.6. Retinol için HPLC-UV yönteminin doğruluk ve kesinlik değerleri        
              

 
Güniçi Günler arası 

Eklenen 

(g/mL) 

BulunanSS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

Bulunan SS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

0.75 0.01 0.158 1.464 0.0790.02 5.330 3.037 

3 9.5300.04 -2.337 1.296 2.8500.04 -5.000 1.330 

15 25.0800.17 0.112 1.112 15.3400.02 1.230 0.070 

SS: standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma, n=6 

 

 

 

 

Tablo 4.7. Retinol için HPLC-Floresans yönteminin doğruluk ve kesinlik değerleri      
 

 
Güniçi Günler arası 

Eklenen 

(g/mL) 

BulunanSS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

Bulunan SS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

0.75 0.801±0.01 6.840 1.180 0.816±0.01 7.800 1.715 

3 3.260±0.02 7.720 0.459 3.292±0.04 7.733 1.245 

15 15.840±0.09 5.660 0.561 16.840±0.18 7.260 1.080 

SS: standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma, n=6 

 

 

 

 

Tablo 4.8. α-Tokoferol için HPLC-Floresans yönteminin doğruluk ve kesinlik değerleri   

 

 
Güniçi Günler arası 

Eklenen 

 (g/mL) 

BulunanSS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

Bulunan SS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

1.5 1.460±0.01 -2.660 0.020 1.410±0.01 -6.00 0.822 

7.5 7.410±0.01 -1.200 0.040 7.120±0.01 -5.060 0.136 

25 24.600±0.01 -1.600 0.048 24.530±0.04 -1.880 0.070 

SS: standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma, n=6 
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Tablo 4.9. α-Tokoferol için HPLC-UV yönteminin doğruluk ve kesinlik değerleri       
 

 
Gün içi Günler arası 

Eklenen 

 (g/mL) 

BulunanSS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

Bulunan SS
 

(g/mL) 

Doğruluk 

% BH 

Kesinlik 

% BSS 

1.5 1.480±0.01 -1.330 0.140 1.460±0.01 -2.660 0.822 

7.5 7.430±0.01 -0.930 0.027 7.350±0.01 -2.000 0.136 

25 25.070±0.01 0.280 0.044 24.630±0.02 -1.480 0.070 

SS: standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma, n=6 

 

4.2.2. HPLC Doku Çalışması 

4.2.2.1. Doku Çözeltilerinin Hazırlanması ve Analizi 

Atatürk Üniversitesi, Deney Hayvanları Araştırma Merkezinden alınan ratların 

karaciğer dokularından α-tokoferol ve retinol için sırasıyla 1-40  μg/mL ve 0.5-20  

μg/mL çalışma aralıklarında ve 200 μg/mL IS içerecek şekilde ekstraksiyon yapıldı ve 

HPLC sistemine verildi. Elde edilen kromatogramlar Şekil 4.19- 4.23’de verildi. 

 

 
 

Şekil 4.19. 200 µg/mL derişimde IS ve 10 µg/mL derişimdeki retinol içeren doku 

çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-UV kromatogramı 

Retinol 

α-Tokoferol Asetat 
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Şekil 4.20. 200 µg/mL derişimde IS ve 10 µg/mL derişimdeki retinol içeren doku 

çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-Floresans kromatogramı 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.21. 200 µg/mL derişimde IS ve 30 µg/mL derişimdeki α-tokoferol içeren doku 

çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-Floresans kromatogramı 

 

 

α-Tokoferol Asetat 

      α-Tokoferol 

α-Tokoferol Asetat 

Retinol 
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Şekil 4.22. 200 µg/mL derişimde IS ve 30 µg/mL derişimdeki α-tokoferol içeren doku 

çözeltilerinin ekstraksiyonu sonucu HPLC-UV kromatogramı 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.23. Kontrol grubu dokunun HPLC-UV kromatogramı 

 

Retinol 

α-Tokoferol Asetat 

α-Tokoferol Asetat 

      α-Tokoferol 
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4.2.2.2.  Yöntem Geçerlilik Testleri ve Sonuçlar (Validasyon) 

Kalibrasyon Eğrisi ve Doğrusal Aralık  

Ratların karaciğer dokularından α-tokoferol ve retinol için sırasıyla 1-40  μg/mL 

ve 0.5-20  μg/mL çalışma aralıklarında ve 200 μg/mL IS içerecek şekilde ekstraksiyon 

yapıldı ve HPLC sistemine enjekte edildi. Kromatogramları alındı ve pik alanları 

belirlendi. α-Tokoferol ve retinol çözelti derişimlerine karşı, α-tokoferol ve retinol pik 

alanlarının IS pik alanına oranlarının grafiğe geçirilmesiyle kalibrasyon eğrileri elde 

edildi (Şekil 4.24 - 4.27). 

 

 

Şekil 4.24. Doku çalışmasında HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen retinol standart 

çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 4.25. Doku çalışmasında HPLC-UV yöntemi ile elde edilen retinol standart çalışma 

çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.26. Doku çalışmasında HPLC-Floresans yöntemi ile elde edilen α-tokoferol standart 

çalışma çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi 
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Şekil 4.27. Doku çalışmasında HPLC-UV yöntemi ile elde edilen α-tokoferol standart çalışma 

çözeltilerinin kalibrasyon eğrisi 

 

Doku örneklerinde HPLC-UVve HPLC-Floresans yöntemlerinin α-tokoferol ve 

retinol için elde edilen kalibrasyon eğrilerinin regrasyon eşitliklerinin istatistiksel analiz 

sonuçları Tablo 4.10’da verildi. 

Tablo 4.10.  Doku örneklerinden ekstrakte edilen  α-tokoferol ve retinol için hazırlanan 

kalibrasyon eğrilerine ait istatistiksel analiz değerleri 

 

 

Yöntem 

ÇA 

(g/mL) 

LR
a
 Sa Sb R 

HPLC-FD α-tokoferol 1-40 y= 0.1555x + 1.5672 0.0042 0.0394 0,9953 

HPLC-UV α-tokoferol 1-40 y= 0.0229x – 0.1702 0.0316 0,0035 0,9968 

HPLC-FD retinol 0.5-20 y= 0.0804x + 0.6937 0.0050 0.0025 0,9983 

HPLC-UV retinol 0.5-20 y= 0.4680x + 5.1115 0.0025 0.0103 0,9961 

ÇA: çalışma aralığı, a: 6 analiz sonucunun ortalaması, LR: lineer regresyon,  Sa: regresyon eğrisindeki 

kaymanın standart sapması Sb: regresyon eğrisindeki eğimin standart sapması, R: korelasyon katsayısı 
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Gözlenebilme Sınırı (LOD) ve Miktar Tayin Alt Sınırı (LOQ)  

Doku çalışmasında, FAD (Food and Drug Administration) kılavuzlarına uygun 

olarak HPLC yönteminin LOQ ve LOD değerleri tayin edildi. Doku örneklerinden elde 

edilen α-tokoferol ve retinol çözeltilerinin UV ve Floresans dedektörlü HPLC 

sisteminde kromatogramları alındı. Bu kromatogramlardan sinyal/gürültü (S/G) oranı 

değerinin 3 olduğu derişim değeri LOD ve S/G oranı değerinin 10 olduğu derişim 

değeri ise LOQ olarak belirlendi. α-Tokoferol için UV ve floresans dedektörlerlü HPLC 

yönteminin LOD değerleri sırasıyla 0.670-0.120 µg/mL ve LOQ değerleri ise sırasıyla 

1.964-0.281 µg/mL olarak tespit edildi. Retinol için UV ve floresans dedektörlerlü 

HPLC yönteminin LOD değerleri sırasıyla 0.400-0.950 µg/mL ve LOQ değerleri ise 

sırasıyla 1.232 – 0.257 µg/mL olarak belirlendi. 

Doğruluk, Kesinlik ve Geri Kazanım 

Yöntemin doğruluğu, kesinliği gün içi ve günler arası değişkenlerle belirlendi. 

Hazırlanan üç farklı derişimdeki kalite kontrol çözeltileri ve 200 µg/mL derişimdeki IS 

çözeltisi dokuya eklenip ekstrakte edildikten sonra doku kalite kontrol çözeltileri elde 

edildi. Bu çözeltilerde güniçi (aynı yöntem ve aynı laboratuvar şartlarında 1 gün içinde 

6 defa) ve günler arası (aynı laboratuvarda aynı yöntem ile 6 farklı günde 6 defa) 

analizleri gerçekleştirildi. Elde edilen verilerin ortalaması, standart sapması, bağıl hatası 

ve bağıl standart sapması değerleri belirlendi. Doğruluk bağıl hatayla [% BH= (bulunan 

değer-eklenen değer)/eklenen değer) x100] ve kesinlik bağıl standart sapma ile [% BSS 

= (SS/bulunan değer) x 100] verildi (Tablo 4.11 - 4.14).  
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Tablo 4.11. Doku örneklerinde retinol için HPLC-Floresans yönteminin doğruluk ve 

kesinlik değerleri  

 

 

Güniçi Günler Arası 

Eklenen 

(µg/mL) 

Bulunan±SS  

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

Bulunan±SS 

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

0.75 0.755±0.02 0.710 2.135 100.666 0.780±0.05 4.000 6.153 104.000 

3 2.920±0.04 -2.660 3.253 97.333 2.830±0.10 -5.666 3.356 94.330 

15 14.780±0.08 -1.466 0.563 98.533 14.640±0.10 -2.400 0.696 97.600 

SS: standart sapma, BH: bağıl hata, BSS: bağıl standart sapma, n=6 

 

 

 

 

Tablo 4.12. Doku örneklerinde retinol için HPLC-UV yönteminin doğruluk ve kesinlik 

değerleri  

 

 

Güniçi Günler Arası 

Eklenen 

(µg/mL) 

Bulunan±SS  

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

Bulunan±SS 

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

0.75 0.779±0.14 3.866 8.100 103.866 0.786±0.19 4.800 7.660 104.800 

3 3.008±0.25 0.266 8.144 100.266 3.120±0.26 4.000 8.420 104.000 

15 14.800±0.38 -1.333 2.513 98.666 14.650±0.41 -2.330 2.812 97.667 

SS: standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma, n=6 
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Tablo 4.13. Doku örneklerinde α-tokoferol için HPLC-Floresans yönteminin doğruluk 

ve kesinlik değerleri  

 

 

Gün içi Günler Arası 

Eklenen 

(µg/mL) 

Bulunan±SS  

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

Bulunan±SS 

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

1,5 1.406±0.02 -6.266 1.066 93.733 1.387±0.02 -7.533 1.730 92.467 

7,5 7.480±0.02 -0.266 0.227 99.733 7.320±0.04 -2.400 0.532 97.600 

25 25.506±0.32 2.024 0.127 102.024 25.820±0.51 3.280 1.982 103.280 

SS: standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma, n=6 

 

 

 

 

 

Tablo 4.14. Doku örneklerinde α-tokoferol için HPLC-UV yönteminin doğruluk ve 

kesinlik değerleri 

 

 

Güniçi Günler Arası 

Eklenen 

(µg/mL) 

Bulunan±SS  

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

Bulunan±SS 

(µg /mL) 

Doğruluk 

%BH 

Kesinlik 

%BSS 

% Geri 

Kazanım 

1.5 1.469±0.10 -2.066 6.650 97.933 1.452±0.10 -3.200 6.577 96.800 

7.5 7.767±0.13 3.560 1.712 103.560 7.813±0.16 4.173 2.086 104.173 

25.0 25.157±0.15 0.628 0.608 100.628 25.184±0.52 0.736 2.068 100.736 

 SS: standart sapma, BH: Bağıl hata, BSS: Bağıl standart sapma, n=6 
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4.3. Gerçek Numunelerde-Hayvan Dokularında α-Tokoferol ve Retinol 

Analizleri 

Bölüm 3.2.2.2’de verildiği şekilde ratlara bitki ekstreleri verildi ve karaciğer 

dokuları ile kan numuneleri alındı. Dokularda α-tokoferol ve retinol miktar tayinleri 

gerçekleştirildi. Elde edilen sonuçlar Tablo 4.15’te verildi.  

 

Tablo 4.15. Hayvan gruplarında retinol ve α-tokoferol analiz sonuçları 

Grup Adı 

UV DEDEKTÖR FLORESANS DEDEKTÖR 

RETİNOL 

MİKTARI 

α-TOKOFEROL 

MİKTARI 

RETİNOL 

MİKTARI 

α-TOKOFEROL 

MİKTARI 

 (µg/0.1 g Doku) 

Negatif Kontrol (CCl4) 1.78 Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi 

Zeytinyağı 12.124 Ölçülemedi 10.285 2.541 

Çalı Gagası Su Ekstresi +CCl4 2.651 Ölçülemedi 2.625 Ölçülemedi 

Çalı Gagası Su Ekstresi 11.356 2.58 6.942 3.103 

Çalı Gagası Etanol Ekstresi +CCl4 Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi 

Çalı Gagası Etanol Ekstresi 7.158 Ölçülemedi 5.963 3.354 

Andız Su Ekstresi+CCl4 Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi 

Andız Su Ekstresi 1.35  Ölçülemedi Ölçülemedi 3.842 

Andız Etanol Ekstresi +CCl4 Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi 0.215 

Andız Etanol Ekstresi Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi 3.347 

Çalı Gagası Eter Ekstresi+CCl4 Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi 

Çalı Gagası Eter Ekstresi Ölçülemedi Ölçülemedi 0.62 0.635 

Andız Eter Ekstresi +CCl4 Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi Ölçülemedi 

Andız Eter Ekstresi 1.071 Ölçülemedi 0.410 1.320 

Kontrol 9.125 12.365 6.53 5.734 
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4.4. Biyokimyasal Çalışmalar 

Deney Hayvanlarından alınan kan numuneleri ALT, AST çalışması için Atatürk 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Yakutiye Araştırma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarında 

yapıldı. Hayvan gruplarına göre elde edilen sonuçlar Tablo 4.16’da verildi.  

 

Tablo 4.16. Hayvan deney gruplarının ALT ve AST değerleri 

 

HAYVAN GRUBU AST ALT 

Kontrol 163 45 

Negatif Kontrol (CCl4) 2858 516 

Çalı Gagası Su Ekstresi+CCl4 1002 318 

Çalı Gagası Su Ekstresi 75 37 

Çalı Gagası Etanol Ekstresi +CCl4 3849 841 

Çalı Gagası Etanol Ekstresi 135 52 

Andız Su Ekstresi+CCl4 2251 1237 

Andız Su Ekstresi 80 38 

Andız Etanol Ekstresi +CCl4 4283 1082 

Andız Etanol Ekstresi 107 46 

Çalı Gagası Eter Ekstresi+CCl4 2316 936 

Çalı Gagası Eter Ekstresi  140 68 

Andız Eter Ekstresi +CCl4 883 215 

Andız Eter Ekstresi  75 36 

Zeytinyağı 121 90 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada, Mersin yöresinden toplanan andız (J.D.) ve Erzurum Tortum 

yöresinden toplanan yabani iğde veya çalı gagası (H.R.) bitkilerinden elde edilmiş eter, 

etanol ve su ekstrelerinin radikal giderme, metal iyonunu (Fe
2+

) kelatlama aktiviteleri ile 

indirgeme güçleri incelendi. Ayrıca doğal antioksidanlar olarak -tokoferol ve vitamin 

C aynı zamanda sentetik antioksidanlar BHA ve BHT standart antioksidanlar olarak 

kullanıldı. Ekstrelerin antioksidatif etkilerinin nedenini daha iyi açıklamak için 

ekstrelerde toplam fenolik özellikli bileşiklerin miktarları belirlendi. UV-Görünür Bölge 

Spektrofotometrik yöntemle ekstrelerin başlıca bileşenleri belirlendi ve antioksidan 

etkinin izlenmesi yapıldı. Ayrıca retinol ve α-tokoferolün antioksidan etkilerinin olduğu 

bilindiğinden ratlarda karaciğer toksisitesi oluşturulup bitki ekstreleri verildikten sonra 

rat karaciğer dokularında retinol ve α-tokoferolün eş zamanlı olarak miktar tayinleri UV 

ve Floresans dedektörlü HPLC yöntemiyle gerçekleştirildi. Karaciğer dokularında 

retinol ve α-tokoferolün HPLC yöntemiyle miktar tayininden önce ekstarksiyon 

işleminin yapılması gerekmektedir. Bu çalışmada karaciğer dokularından retinol ve α-

tokoferolün ekstraksiyonu için Karataş ve Kamışlı
95

 tarafından kullanılan yöntem 

modifiye edilerek kullanıldı. UV dedektörlü HPLC yöntemiyle retinol ve α-tokoferolün 

karaciğer dokularında miktar tayini için literatürde mevcut olan yöntemler modifiye 

edilerek uygulandı. Ayrıca karaciğer dokusunda retinol ve α-tokoferolün eş zamanlı 

miktar tayini için floresans dedektörlü HPLC yöntemi de geliştirilip valide edildi ve 

karaciğer toksistesi oluşturulmuş ratların karaciğer dokularında miktar tayini 

gerçekleştirildi. 

Yapılan literatür taramasında bu iki bitkinin meyvelerinin antioksidan aktivite 

yönünden çalışıldığına dair herhangi bir kaynağa ulaşılamadı. Bundan dolayı bu 

çalışmada bu bitkilerin antioksidan aktivetelerinin belirlenmesi amaç edinildi. Bitkilerin 
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antioksidan aktivitelerini belirlemek için, genelde polar çözücülerle (metanol, etanol, su 

v.b.) ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrelerin incelenmesi yaygındır. Bu tür 

ekstraksiyon işleminin uygulanması bitki örneklerinde bulunan farklı polariteli başka 

deyimle hem polar hem de apolar özellikli biyokimyasalların elde edilmesine imkân 

vermemektedir. Bu yetersizliği ortadan kaldırmak için çalışmamızda bitki örneklerinin 

ekstraksiyonu farklı polariteye sahip çözücüler (eter, etanol ve su) uygulanarak yapıldı. 

Ekstraksiyon işlemleri çözücülerin polaritesinin artma sırasına göre yapılmıştır (eter < 

etanol < su). Ekstraksiyon işleminde uygulanan çözücüler farklı polariteye sahip 

olmalarının yanı sıra su toksik değil (zararsız), etanol genellikle besin endüstrisinde 

kullanılmaktadır ve eter ise ortamdan kolaylıkla uzaklaştırılabilmektedir. Bu çözücüler 

besin endüstrisi için toksik olmadıklarından yani zararsız olduklarından dolayı 

çalışmamızda ekstraktant olarak seçildiler. 

Literatür taramasında bitki ekstrelerinin antioksidan aktivelerinin 

belirlenmesinde genellikle DPPH serbest radikal giderme yöntemi ve indirgeme kuvveti 

tayin yöntemleri yaygın olarak kullanılmaktadır. DPPH serbest radikal giderme yöntemi 

antioksidanların serbest radikallere proton veya elektron vererek serbest radikalleri 

giderme aktivitesini ölçmektedir. Bu yöntemle belirlenmiş antioksidan aktivite 

değerlerini karşılaştırarak kullanılan antioksidanın etki mekanizmasının serbest 

radikalleri giderme yöntemi ile gerçekleştiğini açıklamak mümkündür. 

Çalışmada uygulanan DPPH giderme yöntemi ekstrelerin ve saf bileşiklerin 

antioksidan kapasitesini belirlemek için kullanılan spektrofotometrik yöntemler arasında 

çok yaygındır. Bu yöntem hızlıdır, örnek analizi az zaman gerektirir, pahalı ayıraç ve 

cihazlar gerektirmez. Dayanıklı serbest bir radikal olan DPPH reaksiyon ortamından 

elektron veya hidrojen radikali alarak dayanıklı diamagnetik moleküle dönüşür. Bu 

sebepten de, DPPH radikali antioksidanların antioksidatif özelliklerini belirlemek için 
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bir substrat olarak kullanılır.
42

 Bu dayanıklı kromojen serbest radikal, yüksek 

duyarlılığa sahiptir. DPPH
 
yöntemi farklı özellikli örneklerin analizine imkân veren 

çağdaş bir yöntemdir. Bu kromojen radikal uygulanarak çok sayıda saf bileşiklerin, 

meyve öz sularının, şarapların, çay ve diğer ekstrelerin analizi yapılmıştır.
96-99 

Çok iyi 

olarak bilinmektedir ki, serbest radikaller besinlerde doymamış yağ asitlerinin 

otooksidasyonunda başlıca role sahiptirler.
100

 Örneğin adale kolesterolünün 

oksidasyonu doymamış yağ asitlerinin sırasında oluşan serbest radikaller tarafından 

uyarılır.
101

 Radikal zincir reaksiyonu lipid peroksitleşme sürecinin kabullenmiş 

mekanizmasıdır. Radikal gidericiler ise direkt olarak peroksit radikalleri ile reaksiyona 

girerek bu süreçleri söndürebilirler. Sonuçta zincir reaksiyonu sonlanmış olur ve 

böylece besin ürünlerinin kalite ve dayanıklılıkları muhafaza edilmiş olur.
74,59 Bu 

nedenle de serbest radikal gidericilere büyük ihtiyaç duyulmaktadır. 

H.R. ve J.D. bitkilerinin eter, etanol ve su ekstreleri DPPH radikal giderme 

denemesinde antioksidan etki göstermişlerdir (Tablo 4.1). Elde edilen sonuçlar her 

şeyden önce ekstrelerin radikal giderme yeteneğinin bir göstergesidir. DPPH 517 nm’de 

karakteristik absorbsiyona sahip dayanıklı bir radikaldir ve DPPH’ın reaksiyon 

ortamdaki miktarı radikal gideren bileşiklerin derişimine bağlı olarak önemli derecede 

azalır.
73

 Antioksidan bileşiklerin etkisiyle DPPH miktarının azalmasının 

antioksidanların hidrojen vermesinden kaynaklandığı belirlenmiştir.
96

  

Ekstrelerin DPPH giderme aktivitesi 100-1000 g/mL derişim aralığında 

araştırıldı. DPPH giderme aktivitesinin ölçümlerinde standart olarak doğal 

antioksidanlar -tokoferol, askorbik asit ve sentetik antioksidan olan BHT kullanıldı. 

DPPH giderme aktiviteleri ekstrelerin uygulanan derişimine bağlı olarak belli bir oranda 

artış gösterdi (r
2
>0.96). Bu etki ekstre miktarına bağlı olarak serbest radikal giderme 

aktivitelerinin de artmasından kaynaklanmaktadır. Radikal giderme aktivite tayininde 
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elde edilen sonuçlar antioksidan/DPPH oranına bağlı olarak değişmektedir. Elde edilen 

bulguların doğru olarak değerlendirilebilmesi için bu oranın belirlenmesi oldukça 

önemlidir. Çünkü reaksiyon ortamında DPPH
 
derişimi düşük oldukça antioksidanın aynı 

derişimi için radikali giderme değeri büyük olacaktır. Bu da ekstreler tarafından 

giderilebilecek radikal miktarından kaynaklanmaktadır. Bu yüzden DPPH’ın kullanılan 

miktarı önemlidir. Çalışmada DPPH’ın başlangıç derişimi 100 g/mL (% 0.01 ya da 

0.25mM) dır. H.R. bitkisi ekstrelerinin 1000 g/mL derişimde DPPH radikalini (100 

g/mL) giderme aktiviteleri; eter ekstreleri için % 28.3, etanol ekstreleri için % 30.6 ve 

su ekstreleri için ise % 48.6 olarak (Tablo 4.1) ve J.D. bitkisinin ekstrelerinin 1000 

g/mL derişimlerinin DPPH radikalini (100 μg/mL) giderme aktiviteleri ise eter 

ekstreleri için % 39.1, etanol ekstreler için % 50.03 ve su ekstreleri için ise % 51.42 

olarak belirlendi (Tablo 4.1). Bu değerler H.R. ve J.D.  bitkilerinin yapraklarından elde 

edilmiş su ekstrelerinin DPPH radikalini % 50 gibi önemli derecede giderdiklerini 

göstermektedir. Polarite arttıkça radikal giderme özelliğinin de arttığı gözlemlendi. 

Ayrıca J.D. eter ekstresinde H.R. eter ekstresine göre daha fazla radikal giderme 

özelliğinin bulunduğu gözlemlendi.  

Bu farklılık ekstrelerin polar özelliklerinden ve bileşenlerinden 

kaynaklanmaktadır. Bazı araştırmacılar, örneklerin hidrofil/lipofil özelliklerinin radikal 

giderme aktivitelerine etki etmediğini göstermişlerdir.
102,103 DPPH giderme aktivitesi 

başlıca olarak antioksidan bileşiklerin yapı özelliklerine bağlıdır. Önceden bu 

ekstrelerde fenolik bileşiklerin varlığı belirlendi. Yüksek radikal gidermenin de fenolik 

bileşiklerden kaynaklandığı düşünülmektedir. 

100 g/mL derişimde DPPH radikalinin 100 g/mL derişimdeki -tokoferol, 

askorbik asit ve BHA’nın sırasıyla % 83.4, % 93.8 ve % 95.1 aktivite gösterdiği 

belirlendi (Tablo 4.1). Literatür verilerine göre aynı derişimdeki DPPHve -tokoferol, 
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askorbik asit ve BHA’nın radikal giderme aktivitelerinin sırasıyla  % 95.2,  % 96.4 ve  

% 96.7 olmaktadır.
69

 Standartların DPPH radikal giderme aktivitesi için elde edilen 

değerler literatür verileriyle uyum sağlamaktadır. Ancak serbest radikal giderme 

çalışmalarında DPPH derişimi oldukça önemlidir bu değerler çalışmalarda farklılık 

göstermektedir. Bu da standart bir kıyaslama yapmaya engel olmaktadır. DPPH derişimi 

% 0.0004 olan Shivapriya  ve ark.’nın
33

 çalışmasında H.R. bitkisinin hidro alkolik 

ekstrelerinin DPPH radikalini % 50 oranda inhibe eden derişim olan IC50 değeri 70.92 

μg/mL tespit edilmiştir. Bu çalışmada DPPH derişimi çalışmamıza göre 25 kat daha 

azdır. H.R. yaprak ekstrelerinde Yogendra Kumar ve ark.
34

 tarafından yapılan başka bir 

DPPH (0.2mM) giderme çalışmasında ise 0.2 mg/mL ekstre derişiminde % 47.25 

aktivite bulunmuştur. Bu değer bizim çalışma değerlerimize kıyasla (% 23.5-28.7) daha 

yüksektir. Varshneya ve ark.’nın
37

 çalışmalarında H.R. bitkisi su-metanol ekstraktının 

DPPH (0.1mM) radikal gidermede IC50 değeri 143.33  μg/mL tespit edilmiştir. Bu 

çalışmadaki DPPH derişimi bizim çalışmamızdakinin 2/5’i kadardır. Ancak bizdeki 

H.R. bitkisinin su ve J.D. bitkisin etanol ile su ekstrelerinin IC50 değerleri ise yaklaşık 

1mg/mL’dir. Literatürde J.D. bitkisinin kök ekstrelerinin DPPH radikal gidermede IC50 

değerleri metanol ve su ekstreleri için sırasıyla 1.1 µg/mL ve 10.3 µg/mL
48

 ve J.D. 

metanol ve su ekstrelerinin serbest radikal gidermede IC50 değerleri sırasıyla 0.12 ve 

0.898 mg/mL
42

 olduğu görülmektedir. Bu çalışmalarda DPPH derişimi 

belirtilmediğinden dolayı bizim çalışma ile kıyaslama yapılaması zordur. Özellikle J.D. 

bitkisinin meyve kısımları ile ilgili DPPH serbest radikal giderme çalışmaları çok az 

olduğundan çalışmamızın her iki bitkinin meyve kısımlarının ekstraksiyon yönteminin 

de farklı olması nedeniyle çalışma sonucunun bu bitkiler için ileri çalışmalara yol 

gösterici olacağını düşünmekteyiz.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shivapriya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26288571
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yogendra%20Kumar%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23993505
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varshneya%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21875373


 

76 

 

 

Bitkilerin indirgeme kuvvetinin tayini Oyaizu yöntemini
78 

kullanarak Fe
3+ 

ün 

Fe
2+ 

ye dönüşümünün değerlendirilmesi ile belirlendi. Bileşiklerin sergiledikleri 

indirgeme kuvveti değerleri, bunların elektron verme yeteneğinin bir ölçüsüdür.
104,105 

Bitki kaynaklı polifenolik bileşiklerin iyi elektron ve hidrojen atomu verici özelliklere 

sahip oldukları bilinmektedir. Bu sebepten de bitki ekstrelerindeki polifenoller serbest 

radikal mekanizmalı zincir reaksiyonlarını sonlama veya yavaşlatma özelliklerine 

sahiptirler. Yen ve Duh
106

, polifenoller içeren metanol ekstrelerinin indirgeme 

kuvvetleri ile antioksidan aktivite değerleri arasında uyumlu bir korelasyon 

bulunduğunu göstermişlerdir. Diğer yönden Gordon
107

 redüktanların serbest radikal 

zincirine hidrojen atomu vererek antioksidan aktivite gösterdiklerini belirtmiştir. 

Bazı araştırmalarda da antioksidan aktivite ile belirli bitki ekstrelerinin 

indirgeme kuvvetleri arasında direkt bir ilişki olduğu gösterilmiştir.
108,109 Bu sebepten 

de ekstrelerin antioksidan aktiviteleri bunların indirgeme kuvvetleri ile ilgili olabilir.  

J.D. ve H.R. ekstreleri BHT, askorbik asit ve -tokoferolün derişime bağlı 

olarak tayin edilmiş indirgeme kuvvetlerinin değerleri Tablo 4.2’de veridi. Ekstrelerin 

indirgeme kuvvetleri 1 mg/mL derişimde aşağıdaki sırayı takip etmektedir: J.D. 

bitkisinin eter (0.318) > H.R. bitkisinin su ekstresi (0.291) > J.D. bitkisinin su ekstresi 

(0.254) > J.D. bitkisinin etanol ekstresi (0.157) > H.R. bitkisinin eter ekstresi (0.154) > 

H.R. bitkisinin etanol ekstresi (0.109). Retinol, askorbik asit, -tokoferol ve BHT 0.1 

mg/mL derişimde sırasıyla 0.619, 0.484, 0.245 ve 0.153 indirgeme kuvvvetini 

göstermektedir. J.D. bitkisinin eter ekstresi ile her iki bitkinin su ekstrelerinim 1 

mg/mL’de daha yüksek indirgeme kuvveti gösterdiği gözlendi. Bu nedenle de test 

edilen bu ekstrelerin, elektron verme özelliğine sahip oldukları, serbest radikallerle 

etkileşerek onları daha stabil ürünlere dönüştürebildikleri ve radikal zincir reaksiyonunu 

sonlandırabilme yeteneklerine sahip oldukları söylenebilir.  
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Her iki bitki için de etanol ekstrelerinin düşük indirgeme kuvveti göstermesi 

ekstrelerde yüksek miktar şekerlerin, ayrıca mono ve disakkaritlerin bulunmasından 

kaynaklanan prooksidant etkinin sonucu olabilir.
110

 Literatürde metillinoleat ve linoleik 

asidin sulu emülsiyon sistemlerinde pentoz, heksoz ve indirgen disakkaritlerin benzer 

kuvvetli prooksidant etki gösterdikleri de açıklanmıştır.
111-113

  

Diğer yönden klorofil bilindiği gibi bir fotosensitiserdir, triplet oksijeni singlet 

oksijene dönüştürme yeteneğine sahiptir ve bir prooksidant gibi etki gösterebilir ve de 

sonuçta ekstrelerin antioksidan kuvvvetlerini düşürebilir.
114

 

Daha önce belirtildiği gibi Hung ve ark.’nın
46

 H.R. bitkisinin süperkritik 

karbondioksit ekstrelerindeki indirgeme kuvveti sonuçları 0.42-8.32 mg/mL derişim 

aralığında 700 nm’de ölçüm yapılarak absorbans değerleri kaydedilmiştir. Absorbans 

değerleri ise 0.11-0.37 arasında değişmektedir. Çalışmamızdaki J.D. bitkisinin eter ve 

su ekstreleri (0.118, 0.139) ile H.R. bitkisinin su ekstresi ise (0.146) değerleri 

göstermektedir. Bu değerler literatür değerlerden daha yüksektir. J.D. bitkisinin 

köklerinin ekstrelerinde yapılan bir araştırmada ise metanol ve su ekstrelerinin EC50 

yani 700 nm’deki absorbansının 0.5 olduğu belirtilmektedir. Bunlar da sırasıyla 72.0 ve 

130.0 µg/mL değerlerdir ve bu değerler ise bizim çalışmamızda elde ettiğimiz  

değerlerden yüksektir.
48

 İndirgeme kuvveti çalışmalarında literatür verilerine göre H.R. 

bitkisi için çalışmamızda daha iyi sonuçlar elde ettik. Literatür taramasında J.D. 

bitkisinin meyve kısmı için az sayıda çalışmaya ulaşıldı. Bundan dolayı da 

çalışmamızın J.D. bitkisinin meyve kısmı için orijinal bir çalışma olduğu söylenebilir.   

Metal iyonunu (Fe
2+

) kelatlama aktivitesinin belirlenmesinde sonuçlar % 

kelatlama olarak ifade edilmektedir. Ekstrelerin metal iyonlarını kelatlama aktivitesi 

antioksidan etkide önemli bir faktördür. Çünkü Fe
2+

 iyonları en etkili 

prooksidantlardır.
115

 Polifenoller demir gibi prooksidant özellik gösteren metal 
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iyonlarını kelatlayabilirler ve böylece prooksidantlardan kaynaklanan serbest redikal 

oluşumunu önlerler.
116

 Demir iyonları lipid peroksidasyonunu Fenton reaksiyonu 

aracılığı ile uyarabilir, aynı zamanda lipid peroksitlerini peroksil ve alkoksil 

radikallerine parçalamakla da lipid peroksidasyonunu hızlandırabilirler. Bu radikaller 

ise hidrojen alarak lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu geliştirebilirler.
117

 

Ekstrelerin metal iyonunu kelatlama aktivitesi lipid peroksidasyonunda katalizör olarak 

etki gösteren geçiş metallerinin tutuklanmasını sağladıkları için oldukça önemlidir. Eser 

miktardaki metal iyonlarının bile oksidasyon sürecini hızlandırdığı bilinmektedir. Bu 

yüzden düşük kelatlama etkisi gösteren bileşiklerin de antioksidan aktivite oluşumunda 

önemi vardır.
118-119

 

1 ve 5 mg/mL derişimlerdeki J.D. bitkisinin eter, etanol, su ekstrelerinin sırasıyla  

% 23.50-73.96, % 8.24-23.61 ve  % 49.34-65.02 kelatlama etkisi gösterdiği tespit 

edildi. Aynı derişimlerde H.R. bitkisinin eter, etanol ve su ekstrelerinin ise sırasıyla  % 

6.53-22.31, % 13.56-56.68 ve % 35.4-42.81 aktivite gösterdiği belirlendi. Çalışmamızda 

standart metal kelatlayıcısı olarak EDTA kullanıldı. 1 mg/mL derişimde EDTA % 99.5 

aktivite gösterdi. Bu sonuçlara bakıldığında J.D. bitkisinin eter ekstresinin % 73.96 

oranında oldukça iyi ve su ekstresinin de % 65.02 oranında metal iyonu kelatladığı, 

ayrıca H.R. bitkisinin etanol ve su ekstrelerinin sırasıyla % 56.68 ve 42.81 oranında 

metal iyonu kelatladıkları görülmektedir. Elde ettiğimiz sonuçların yeterliliğini ortaya 

koymak için daha önce yapılan çalışmalarla karşılaştıracak olursak; Taviano ve ark.
49

 

J.D. bitkisinin metanol ve su ekstrelerinin metal iyonu kelatlamada IC50 değerlerini 

sırasıyla 4.075 ve 1.004 mg/mL olarak belirlemişlerdir. Bizim çalışmamızdaki 2 mg/mL 

derişimde J.D. bitkisinin eter ve su ekstreleri sırasıyla % 52.45 ve 59.09 aktivite 

gösterdiği gözlendi. J.D. bitkisinin eter ekstresinin IC50 değeri Taviano ve ark.’nın
49

 

çalıştığı değerden düşük fakat metal iyonu kelatlama aktivitesi yüksektir. Su ekstreleri 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taviano%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21592011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taviano%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21592011
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için elde edilen değerler birbirine yakındır. Hung ve ark.
46

 yaptığı çalışmada H.R. 

bitkisinin çekirdek kısımlarının 0.92-18.3 mg/mL derişimlerinde sırasıyla metal iyonu 

kelatlama aktivitelerini % 7.74-38.50 olarak tespit etmişlerdir. Bizim çalışmamızda ise 

H.R. eter ekstresi hariç tüm değerler daha yüksektir (% 13.56-56.68). Chyau ve ark.
20

 

EDTA’nın kelatlama etkisinin 1 mg/mL derişimde % 99.5 olduğunu göstermişlerdir. Bu 

literatür verileri bizim metal iyonu kelatlama aktivite tayini sonuçlarımızın yüksek 

olduğunu göstermekte ayrıca her iki bitki içinde çalışma sayısı sınırlı olduğundan bu 

alandaki çalışmaların çeşitliliği açısından bizim çalışmamızın sonuçlarının literatüre 

katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 

Fenolik bileşikler bitkilerde yaygın olarak bulunan sekonder metabolitlerdir.
120

 

Fenolik bileşiklerin sebep olduğu etkenler besinlerin antioksidan özellikleri, besin 

değerleri ve renkleridir. Bitkilerdeki fenolik bileşikler antioksidan aktivite gösterirler ve 

serbest radikallerin sebep olduğu oksidatif zararlara karşı hücreleri korurlar.
121

 Fenolik 

bileşiklerin ayrıca antimutajenik, antitümör ve antibakteriyel özelliklerinin olduğu da 

bilinmektedir.
122

 Önceki çalışmalar polifenolik bileşiklerin antioksidan aktivite ile uyum 

sağladıklarını ve lipidlerin oksidasyonunun stabilleşmesinde önemli role sahip 

olduklarını göstermiştir.
106

 Bu nedenle de ekstrelerin antioksidan özelliklerinin nedenini 

açıklamak için bunların fenolik bileşiklere bağlı olup olmadıklarını belirlemek çok 

önemlidir. 

Fenolik bileşik miktarı tayini ölçümlerinde sonuçlar eşdeğer miktar gallik asit 

olarak verilmiştir. Bunun için standart olan gallik asite ait derişim–absorbans 

grafiğinden yararlanıldı (Şekil 4.10). H.R. bitkisi ekstrelerinin fenolik bileşik miktarı 

sıralaması eter ekstreleri için 62.43 mg, su ekstreleri için 41.94 mg ve etanol ekstreleri 

için ise 18.94 mg olarak tespit edildi (Tablo 4.4). J.D. bitkisi ekstrelerinin gram başına 

eşdeğer mg miktar gallik asit olarak fenolik bileşik miktarı sıralaması ise eter ekstreleri 
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için 64.71 mg, su ekstreleri için 34.74 mg ve etanol ekstreleri için ise 30.35 mg olarak 

belirlendi (Tablo 4.4).  

Varshneya ve ark.
37

 çalışmalarında H.R. posasının ekstrelerinde fenolik 

bileşikleri eşdeğer mg gallik asit olarak belirlenmiş olup metanol, AME (70:30 

su:metanol, h/h) ve su ekstreleri için bu değerler sırasıyla 78.12, 84.28 ve 19.96 mg 

GAE/g ekstre olarak tespit edilmiştir. Çalışmamızda bu bitkinin su ekstresi değerinin 

daha yüksek (41.94) etanol ekstresi değerinin ise daha düşük (18.94) olduğu belirlendi. 

Thomas ve ark.
44

 H.R. bitkisinin yaprak, çekirdek, kök ve dal kısımlarının sıvı-sıvı 

ekstraksiyon yöntemiyle elde edilen hekzan, etil asetat ve su ekstrelerinde ise fenolik 

bileşik miktarlarını 65±14  ile 139±22 mg GAE/g ekstre değerleri arasında 

belirlemişledir. Bu değerler çalışmamızdaki değerlerden daha yüksektir. J.D. bitkisinin 

köklerinde yapılan fenolik bileşik belirleme çalışmasında Tarik ve ark.
48

 hekzan, 

metanol ve su ekstraktlarında sırasıyla 3.2, 76.1 ve 25.4 mg GAE/g ekstre bulmuşlardır. 

Bizim çalışmamızda ise su ekstresi için fenolik bileşik miktarı değeri 34.74 ve apolar 

olan eter ekstresi değeri ise 64.71 olarak tespit edildi ve daha yüksek değere sahiptir. 

Bunun nedeni araştırılan bitki kısımlarının farklı olması ya da bulunduğu coğrafi 

koşulların farklılığıdır.  

Çalışmamızda karaciğer toksisitesi oluşturulduktan sonra H.D. ve J.R. bitkisi 

verilen ratların karaciğer dokularında UV ve floresans dedektörlü HPLC yöntemleriyle 

retinol ve α-tokoferolün miktar tayinleri gerçekleştirildi. Literatür taramasında dokuda 

eş zamanlı miktar tayinleri ile ilgili çalışmalara ulaşılamamıştır. Ancak bu bitkilerle 

ilgili olarak serum ve plazma çalışmaları mevcuttur. Wisanu
52

 yaptığı çalışmada 

avokado bitkisinin su:hekzan (50:50) ekstresinde UV-HPLC yöntemiyle gradient 

hareketli faz metanol:su kullanarak retinol ve α-tokoferolü analiz etmiştir. Retinol ve α-

tokoferol için sırasıyla LOD değerleri; 0.044 ve 0.134 µg/mL ve LOQ değerlerini ise 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varshneya%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21875373
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sırasıyla  0.120 ve 0.364 µg/mL olarak tespit etmiştir. Bu çalışmada ise retinol ve α-

tokoferol için sırasıyla LOD değerleri 0.025 ve 0.220 µg/mL ve LOQ değerleri ise  

0.100 ve 0.712 µg/mL olarak belirlendi. Bu değerler bizim çalışmamıza yakındır. 

Analiz süresi 5.5 dk’dır bizim çalışmamızdaki analiz süresi ise 5 dk’dır.  Kesinlik değeri 

retinol için gün içi; 1.04-1.90 günler arası; 1.05-1.33 arasında α-tokoferol için ise gün 

içi; 1.07-1.80 günler arası; 1.00-1.02 arasındadır. Bizim çalışmamızda ise retinol için 

güniçi:1.112-1.464 arasında günler arası; 0.070-3.037 arasında α-tokoferol için ise gün 

içi:0.027-0.140 arasında günler arası; 0.070-0.822 olduğu belirlendi. Geri kazanım 

olarak ise retinol için % 103.84-114.66  α-tokoferol için ise % 97.27-106.16  

aralığındadır. Bizim çalışmanızda ise retinol için % 97.667-104.800 ve α-tokoferol için 

% 93.933-104.173 aralığındadır. Çalışmada internal standart kullanılmamıştır. Başka bir 

çalışmada William ve ark.
70

 serumdan α-tokoferol ve retinolü UV ve amperometrik 

dedektörlü LC yöntemiyle analiz etmişlerdir. İnternal standart olarak tokol kullanmışlar 

ve gradient hareketli faz ile çalışmışlardır. Ekstraksiyonda ise sıvı-sıvı hekzan 

ekstraksiyonunı yapmışlardır. Bu yönden çalışmalar birbirine benzerlik göstermektedir. 

Retinol ve α-tokoferol için LOQ değerleri 6 ve 96 µg/mL’dir. LOD değerleri ise 1.3 ve 

16 µg/mL’dir. Analiz süresi hızlı izokratik elüsyonda 15 dk yavaş gradient elüsyonda 

ise 30 dk’dır. Çalışmada kesinlik ve doğruluk değerleri verilmemiştir. Bizim 

çalışmamız analiz süresi olarak daha kısadır. Retinol ve α-tokoferol için sırasıyla LOD 

değerlerimiz; 0.400 ve 0.670 ve LOQ değerlerimiz ise 1.232 ve 1.964 µg/mL’dir ve bu 

çalışmaya göre daha düşük ve hassasiyeti daha fazladır. Ganière-Monteil ve ark.
54

 ise 

çalışmalarında retinol ve α-tokoferolün plazmadan analizini gerçekleştirmişlerdir. 

Hekzan ile sıvı sıvı ekstraksiyonu yapmışlardır. HPLC sisteminde ise izokratik hareketli 

faz asetonitril:metanol:su (64.5:33:2.5, h/h/h) kullanmışlar analiz süreleri ise 8 dk’dır. 

Çalışmalarında geri kazanım % 100’dür. 280 nm’de UV dedektör kullanmışlardır. LOD 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gani%C3%A8re-Monteil%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7840431


 

82 

 

 

değerleri retinol ve α-tokoferol için sırasıyla 0.015 µg/mL  ve 0.030 µg/mL’dir.  Bizim 

çalışmamızdaki geri kazanım değerleri retinol için % 97.667-104.800  ve tokoferol için 

% 96.800-104.173 aralığındadır ve bu çalışmaya eş değerdedir. Retinol ve α-tokoferol 

için sırasıyla LOD değerleri 0.400 ve 0.670 µg/mL olup ve bu literatürdeki değere 

yakındır. Thongchai ve Liawruangrath
55

 çalışmalarında nano emülsiyon mısırözü 

yağında retinol ve α-tokoferol eş zamanlı analizini gerçekleştirmişlerdir. C8 (4.6 

mm×150 mm) kolon ile metanol:su hareketli fazı ve gradient elüsyon kullanmışlardır. 

Analiz süresi 15 dk’dır. Bizim çalışmamızın analiz süresi bu yönteme göre daha kısadır. 

retinol ve α-tokoferol için LOD değerleri sırasıyla 0.063 ve 0.067 µg/mL ve LOQ 

değerleri ise 0.192 ve 0.203 µg/mL’dir. Çalışmamızda retinol ve α-tokoferol için 

sırasıyla LOD değerleri; 0.025 ve 0.220 ve  LOQ değerleri ise 0.100 ve 0.712 

µg/mL’dir. Bizim çalışmamız retinol için daha yüksek hassasiyete sahiptir. α-Tokoferol 

için ise bu yönteme göre daha düşük hassasiyete sahiptir. Retinolün gün içi kesinlik 

değerleri derişimler için sırasıyla 2.34-1.81-1.48 ve günler arası: 2.02-1.00-1.01’dir. α-

Tokoferolün güniçi kesinlik değerleri derişimler için (5-10-20  µg/mL)  sırasıyla 2.16-

1.36-1.94 ve günler arası: 2.05-1.21-1.33’tür. Bizim çalışmamızda ise retinol için gün 

içi 1.112-1.464 arasında ve günler  arası ise 0.070-3.037 arasında tokoferol için ise gün 

içi 0.027-0.140 arasında günler arası ise 0.070-0.822 olarak belirlendi. Bu veriler de 

bize gösteriyor ki bizim çalışmamızın kesinlik değerleri daha iyidir. 

DPPH radikali proton alarak tutuklanacağından radikal giderme aktivitesi proton 

vermenin bir ölçüsüdür. Fenolik bileşikler kolaylıkla hidroksil hidrojenini verebilirler. 

Çünkü fenolik bileşiklerdeki oksijen ile hidrojen arasındaki bağ, oluşacak fenol 

radikalinin rezonans kararlılığından dolayı kolaylıkla homolitik olarak parçalanabilir ve 

böylece üzerinde bir tane elektron bulunduran hidrojen kolaylıkla verilebilir. Bu yüzden 

fenolik bileşik miktarı ve radikal giderme aktivitesi birbiriyle ilişkilidir. Bu etanol ve su 
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ekstreleri için sonuçlardan anlaşılmaktadır (P<0.05). Ancak eter ekstreleri her iki bitki 

için de etanol ve su ekstrelerinden daha fazla fenolik bileşik içermektedir. Ayrıca 

indirgeme kuvveti de proton verme yeteneğine bağlı olduğundan radikal giderme 

aktivitesi ve indirgeme kuvveti arasında da bir ilişki olacağı düşünülebilir. Bu yüzden 

bitki ekstreleri için fenolik bileşik miktarı tayini ölçümü, indirgeme kuvveti ve radikal 

giderme aktivite ölçümleri arasındaki ilişkiye bakılmalıdır. Her iki bitki ekstrelerinde 

radikal giderme, indirgeme kuvveti ve fenolik bileşik miktarları arasında bir ilişki 

olduğu görülmektedir (P<0.05). J.D. bitki ekstrelerinde metal iyonu kelatlama, 

indirgeme kuvveti ve fenolik bileşik miktarları arasında Eter Ekstresi > Su Ekstresi > 

Etanol Ekstresi şeklinde bir ilişki olduğu görülmektedir (P<0.05).  J.D. bitkisi eter 

ekstresi için sıçanlara uygulanan ve karaciğer toksisitesi sonucunda biyokimyasal 

ölçümleri alınan AST ve ALT seviyelerinde diğer gruplara göre oldukça iyi olduğu 

gözükmektedir (Sırasıyla 883, 215).  Ayrıca H.R. su ekstresi de J.D. eter ekstresine 

yakın değerlerde AST ve ALT değerlerine (sırasıyla 1002, 318) sahiptir ve bu 

indirgeme kuvveti ile ilişkilidir (P<0.05). 

   Antioksidan bileşik olarak bilinen α-tokoferol ve retinol için hayvan 

gruplarından alınan doku örneklerinde HPLC analizleri yapıldığında H.R. su ekstresi 

verilen hasarlı hayvan grubu dokularında retinol miktarının tespit edildiği, bu değerin 

(2.651 µg) kontrol değerinden (9.125 µg)  küçük olduğu tespit edildi.   

α-Tokoferol miktarı hasarlı dokuların hiçbirinde ölçülemediğinden hasar 

sonucunda dokularda α-tokoferol azalması olduğu kanısına varılmaktadır. Hayvan doku 

çalışmalarında floresans dedektörlü ölçümlerde α-tokoferolün daha düşük miktarlarda 

ölçülebildiği (daha düşük LOQ değeri) retinolün ise aynı şekilde UV dedektörle düşük 

miktarlarının ölçülebildiği (daha düşük LOQ değeri) tespit edildi ve bu çalışmanın her 

iki dedektörle gerçekleştirilmesi bir avantaj olduğunun kanısına varıldı.   
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Genelde bitkilerden elde edilen antioksidan bileşikler polar bileşiklerdir 

(flavonoidler, fenolik asitler, antosiyaninler, tanenler rozmarik asit, vs). Apolar özellikli 

doğal antioksidan kaynaklarına çok az rastlanmaktadır. Çalışmalarımızın sonucu 

göstermektedir ki, özellikle andız bitkisi hem lipofil ve hem de hidrofil özellikli 

antioksidan aktiviteye sahip bileşiklerin kaynağı olabilir. Bu da çalışmanın bir avantajı 

olarak gösterilebilir.  
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6.SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda; H.R. (Hippophae Rhamnoides) ve J.D. (Juniperus Drupacea) 

bitkilerinin belirli derecede antioksidan aktivite gösterdikleri, özellikle andız eter ve çalı 

gagası su ekstrelerinin karaciğer hasarında etkili oldukları, antioksidan oldukları bilinen 

ve karaciğer dokularında bulunan α-tokoferol ve retinolün UV ve floresans dedektörlü 

HPLC yöntemiyle kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapılabileceği, bu analizlerde 

hareketli faz bileşenlerinin HPLC sistemine olumsuz bir etkisinin olmadığı, analiz 

süresinin 5 dk gibi kısa bir süre olmasından dolayı zaman ve maddenin ekonomik 

kullanımını sağlayacağı gösterilmiştir. Yapılan bu çalışma sonucunda elde edilen 

bulguların farklı doğal antioksidan çalışmalarına, karaciğer toksisitesinde vitaminlerin 

etkisi ile ilgili çalışmalara, α-tokoferol ve retinolün dokudan eş zamanlı floresans 

dedektörlü  HPLC yöntemiyle analizini gerçekleştiren hassasiyeti yüksek orijinal bir 

çalışma olmasından dolayı doku ve farmasötik preparatlardan α-tokoferol ve retinol 

analizi gerektiren çalışmalara yol gösterici olacağı düşünülmektedir.  

Bu çalışma sonucunda çalışılan her iki bitkinin antioksidan özelliğe sahip olduğu 

ve karaciğer hasarında iyileştirme etkisinin olduğu görülmektedir. Bu bilgiler ışığında 

daha ileri çalışmaların aktivite yönünden değerlendirilmesinin de yapılması 

düşünülmektedir. 
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